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[目的] 
近年国内産マガキ成分の季節変動に関する報告がないため、調べることにした。マガ
キのような海産無脊椎動物は高濃度に重金属を蓄積することで知られ、CODEX委員
会によって含有量に規制が設けられている。しかし、食品の規制は無機的な総量評価
であり、人体への吸収性が考慮されていないのが現状である。人体では pHの変化及
び消化酵素による加水分解が生じ、可溶化した状態で吸収される。そこで、マガキを
試料とし、消化酵素による加水分解を行い、タンパク質と重金属の挙動及び、腸管細
胞 Caco-2における毒性を明らかにすることを目的とした。 
[方法] 
宮崎県産マガキ、宮城県産マガキを 2006年 11月-2007年 3月まで各月入手し、実験
に用いた。マガキの個体データ・一般成分・金属･脂肪酸・アミノ酸組成等の季節変
動を調べた。マガキを消化酵素 Pepsin・Pancreatinで加水分解し、ゲルろ過及び限
外ろ過に供し、タンパク質及び金属の分布を Lowry 法及び原子吸光法を用いて調べ
た。マガキ抽出物及び CuCl2, ZnCl2, CdCl2混合溶液を腸管細胞 Caco-2に投与し、急
性毒性・慢性毒性試験を行い、金属の存在形態による毒性の違いを求めた。 
[結果] 
(1)脂質・グリコーゲン含量は 3月で最大となり、両者の季節変動には相関関係がある
ことが示された。アミノ酸・脂肪酸組成においては産地による差が大きかった。 
(2)加水分解処理に伴い、タンパク質・金属の溶出量の増大及びタンパク質の低分子化
が確認された。銅は 4-12kDaに、カドミウムは 2.5, 18kDaに多く含まれていること
が認められた。 
(3)急性毒性試験において、マガキ抽出物中に含まれる重金属と同濃度に調製した無機
混合溶液はマガキ抽出溶液より高い毒性を示した。マガキ酸抽出試料に比べ、マガキ
加水分解試料は 10%生存率が減少した。生体利用可能な分子量 50000 以下の画分は
0.2µmフィルター処理に比べ、20%生存率が上昇した。慢性毒性試験において無機混
合溶液は早期に生存率が減少したが、長期間にわたる培養ではマガキ抽出物と同様の
生存率を示した。 
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 1 
緒論  
カキは二枚貝類の一種で、北緯 60 度(ヨーロッパガキ)～南緯 28 度(シドニーガキ)
と全世界的に分布している。分類上 100 種以上あるが、マガキ(Crassostrea 属)、イタ
ボガキ(Ostrea 属)、オハグロガキ(Saccoctrea 属)の 3 属が主に食用として養殖されてい
る(畠山 , 2006)。マガキはアジア一帯で養殖が行われている二枚貝類で、欧米諸国やオ
ーストラリアに持ち込まれ、全世界で食用とされるようになった(山本 , 2003)。イタボ
ガキは欧米の在来種であり、生食文化を持たない欧米諸国において例外的に生食文化
が発達した食材である (荒川ら , 1977)。オハグロガキはオーストラリアの在来種で
10cm を超える大きさと潮干帯以外の深い海域にも生息することができるカキである
(畠山 , 2006)。  
日本を中心とした中国・韓国産のマガキ(Crassostrea gigas)は、縄文時代には食用と
され、室町時代には養殖が始まり、沿岸域で養殖法が確立された漁獲産物として全国
的に養殖が広まったとされる(高槻 , 1949)。また、イワガキを除く食用マガキ類は浅瀬
の磯で生育するが、養殖物に比べて身が小さく、栄養価も低い。これは沿岸域で海中
に吊るされる養殖法に比べ、磯では他の競合生物と栄養を共有するためである。従っ
て、天然マガキは市場に出回ることがない。一方で、マガキは商業的な価値の他に、
一日に約 400 L/個もの海水をろ過することから、他の二枚貝類に比べ海水浄化能が高
いことでも知られ、試験的に東京湾においてカキを用いた海水の浄化試験が行われて
いる(東京都港湾局 , 2007)。このような歴史的背景を持つカキ(マガキ)は、国内におけ
る食品としての価値が非常に高い。1996 年のマガキの国内生産額は 32.3 億 US＄であ
った(FAO, 2000)。FAO (2008)によれば、2003 年のマガキ生産量は全世界で 438 万 t で
あり、その内 80%が中国で養殖されたものである。日本の生産量は 26.1 万 t と韓国に
次ぐ第三位の生産量で、主要生産国の一つである。国内消費のうち、国内産が 71.3%
を占め、26.7%を韓国、1~2%を中国から輸入している。国内の生産割合は広島県が
56.0%、宮城県 15.0%、岡山県 12.0%、兵庫県 4.2%、岩手県 4.0%とその他に区分され、
北は北海道サロマ湖産、南は鹿児島県産と沖縄を除く沿岸域の県でマガキは養殖され
ている。  
 二枚貝類は高タンパク質で必須ミネラルを多く含むことで知られている (Astorga 
España et al., 2007)。特にカキはタンパク質や銅、亜鉛といったミネラル類をはじめ、
グリコーゲンなどエネルギー源としても優れていることから、「海のミルク」と言われ
る食品である(畠山 , 2006)。また、機能性食品としてカキは血圧低下作用(Je et al., 2005)
があるとされている。一様にカキとは言うものの、形状・栄養価など地域間における
差が大きいことは多くの報告から明らかとなっている。しかしながら、国内産マガキ
における成分変動の報告は、産地と脂肪酸やアミノ酸といった一つの成分に限られる
ことが多く、栄養成分全般にわたって調べられている報告はない。  
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一方で、マガキにはカドミウムのような有害元素を蓄積する性質があるので、
CODEX 委員会などにより輸出入・出荷規制がかかる食品としても知られている
(Kruzynski, 2004)。カドミウムは岐阜県神通川流域で 1955 年以降イタイイタイ病とし
て知られる鉱害を引き起こした原因物質として全世界に有名となった(松坂 , 2002)。カ
ドミウムが人体に取り込まれる要因は大別して呼気由来と食品由来である。しかし、
呼気から摂取される割合はごく僅かであり、体内に取り込まれることがほとんどない
ため、問題視されることはない。カドミウムによる人体への障害は、カドミウムに汚
染された食品を摂取することで人体に取り込まれることから始まる(JECFA, 2003)。こ
のことから、食品中に含まれるカドミウム量には規制が設けられるようになった。マ
ガキの輸出入における規制は 1999 年、当時のヨーロッパ共同体(Europian Commission)
が二枚貝の輸出入規制としてカドミウム上限値を 1ppm としたことから始まる。しか
し、カキやホタテに関するカドミウムの生体への吸収性は明らかではなかっため、カ
ドミウムの化学形態は問題視されず、可食部位に含まれるカドミウム総量による規制
値となった。これはカドミウムの毒性の研究は当時、塩化化合物によるものが多く
(Suzuki et al., 1979; James et al., 1975)、それらに準じて、二枚貝類に含まれるカドミウ
ムを塩化化合物として概算し、暫定的に可食部位に含まれる重金属総量で規制を設け
ることとなったためである。しかし、国によってカドミウムの規制値は異なり、香港
(Hong Kong Food and Environmental Hygiene Department)、オーストラリア・ニュージー
ランド (The Australia New Zealand Food Standards Code, 2003)では 2ppm、欧州連合
(Europian Union)では 1ppm (Kruzynski, 2001)、アメリカ(Food and Drug Administration)
では 3.7ppmとしている(USFDA, 1993)。国ごとに異なる規制が輸出入における問題と
なった一例として、カナダのブリティッシュコロンビア州が韓国産マガキを輸入した
際、CFIA(Canadian Food Inspection Agency)の輸入基準値以上のカドミウムが含まれて
いたために輸入を拒んだことが挙げられる(Schallie et al., 2001)。このような国別に異
なる基準値を統一したものが WHO(World Health Organization)と FAO(Food and 
Agriculture Organization)の合同委員会からなる CODEX(CODEX Alimentarius)である。
CODEX ではカドミウムの耐容週間摂取量を設け、7µg/kg body weight/week とした
(JECFA, 2003)。また、食品別にカドミウムの規制値を設け、マガキでは 1ppmを上限
としている。CODEX においても依然としてカドミウムに関する規制は無機総量とし
て考えられているが、食品中に含まれる元素は摂取したからといって 100%吸収され
るわけではない。  
近年では、水銀やヒ素のように有機体・無機体では異なる毒性評価が成され、規制
の緩和が行われている。カドミウムも同様に、重金属疾患以外の分野で化学形態や吸
収特性などが研究されている。生体中の化学形態に関する研究では、カドミウムはイ
オン形態(塩化物・硝化物)の他に、メタロチオネインという化学形態で存在すること
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が明らかとなっている。メタロチオネインは 2 価の重金属(Cu, Zn, Cd, Hg など)を含む
6~10kDa を 1 unit とした金属結合タンパク質(Roesijadi, 1992)で、有害元素(Cd, Hg な
ど)の毒性弛緩(Din et al., 1985; Kara et al., 2005)や必須元素(Cu, Zn など)の生体内保持
(Maret, 2000)による恒常性維持の機能を担っていると考えられている。経口摂取によ
り取り込まれたカドミウムは肝臓に移行し、メタロチオネインを誘導し、毒性を緩和
する。その後、血液中に放出され腎糸球体でろ過された後、尿細管にて蓄積される(米
谷 , 1986)。このため、カドミウムによる慢性毒性障害は蛋白尿や糖尿といった腎臓障
害が主なものとなる。一方、メタロチオネインの再合成が不足した場合、血中で遊離
したカドミウムが急性毒性障害を引き起こし、悪心・胃痛・嘔吐・下痢といった症状
を呈する。近年、実験生物に対し、高濃度のカドミウムを含んだ試料を人為的に投与
した研究が進んでおり、腎臓ではカドミウム-メタロチオネインが、肝臓では遊離カド
ミウムが優先的に吸収されると Cherian et al.(1983)は報告している。一方、二枚貝類
のメタロチオネインは種によって異なり、分子量も広範囲にわたって存在することを
Casterline et al.(1975)は報告している。さらに人為的に無機カドミウムに暴露した魚介
類では天然由来のカドミウムとは異なるメタロチオネインを形成することが報告され
ている(Siewicki et al., 1983; Bebianno et al., 1991; Barsyte et al., 1999; Simes et al., 2003; 
Park et al., 2002; Engel, 1999; Jenny et al., 2002)。そして Sharma et al.(1983)は腎臓にお
いて合成カドミウム-メタロチオネインと天然由来のカドミウム -メタロチオネインで
は毒性が異なることを報告している。さらに、近年では男女間のホルモンバランスが
影響しカドミウムの吸収性が異なることが明らかとなっていて (Nishijo et al., 2004; 
Vahter et al., 1996; Vahter et al., 2002)、国内においても、当時イタイイタイ病の発生源
であった神通川流域住民の追調査をしたところ死亡数で男女間に有意な差が生じたと
報告している(Ishihara et al., 2001; Kobayashi et al., 2002)。すなわち、食品中のカドミ
ウムによる毒性は濃度依存性の他に、化学形態や共存物質の影響を考慮することが重
要である。そこで化学形態の解明として、人為的ににカドミウムに暴露した魚介類で
はメタロチオネイン様タンパク質が単離され、アミノ酸配列やカドミウムとの結合位
置などが詳しく調べられている。しかし、Sharma et al.(1983)の報告にあるように、生
物を高濃度の重金属環境条件下で成育し、高濃度に重金属を取り込ませた、人為的生
物由来の毒性が異なるので、天然由来の生物指標とすることができない。天然由来の
生物ではエゾバイ中腸線のカドミウム結合タンパク質が唯一の単離成功例である (土
肥ら , 1978; Dohi et al., 1983, 1986)。その他の魚介類についてはカドミウム化合物のク
ロマトグラフィーにおける挙動が報告されているのみである。特にカキについては
様々な報告が成されており、メタロチオネインが高分子(Sharma et al., 1983)や低分子
(Siewicki et al., 1983; Howard et al., 1977)に存在し、種や生育条件でメタロチオネイン
の形成が異なるとされている。  
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しかし、これらの研究の多くは生体(食品)中での化学形態について調べたもので、
人間が摂取した場合については考慮されていない。Dean et al.(2007)の報告にあるよう
に摂取された食物は咀嚼、消化酵素と膜透過等の様々な要因が複雑に絡み合って生体
吸収という結果に至る。タンパク質であるメタロチオネインは、体内では pH 変動や
消化酵素による加水分解を受け、低分子化が進む。金属結合体であるメタロチオネイ
ンに含まれる重金属は重金属遊離イオンのようにイオン交換チャネル Divalent metal 
transporter(DMT1), Copper transporter(Ctr1, Ctr3)による吸収ではなく、小腸表皮細胞膜
を透過し、低分子のペプチド形態で腸管吸収される(Martelli et al., 2006; Tennant et al., 
2002)。また、腸管膜吸収に関する報告も多く存在し、Ekmekcioglu (2002)は腸管細胞
Caco-2 の吸収能を分子量から調べ、主に 10,000Da 以下の画分で吸収され、大きくて
も 30,000~50,000Da が上限であるとしている。これらの問題点から食品を消化酵素で
加水分解し、Caco-2 に投与し毒性を調べたり(Càmera et al., 2007)、緩衝液抽出を行っ
た上で、超遠心処理あるいは透析による限外ろ過を行い細胞系における毒性評価
(Viadel et al., 2006; Wienk, 1999)や、溶出重金属量を調べ生態利用可能な画分とする
(Bragigand et al., 2004)報告等がある。このような研究例は多く存在するが、消化酵素
による加水分解、膜の透過性を考慮した限外ろ過、細胞モデルを同時に組み合わせた
研究報告例はない。  
以上のような背景から、本論文では、「国内産マガキの季節変動」と「重金属毒性評
価における腸管吸収模倣の重要性」に着目し、研究を行った。  
第 1 章では、国内に流通し、海水温の異なる地域である宮崎県産マガキ・宮城県産
マガキを用いて、個体データ・一般成分・金属・総アミノ酸・遊離アミノ酸・脂肪酸・
グリコーゲン含量を計測することにより、地域間の成分変動及び、季節間の成分変動
を明らかにした。  
第 2 章では第 1 章で用いたマガキから特に重金属濃度の高い試料を用いて、第 1 節
に消化酵素による加水分解を行い、ゲルろ過カラムクロマトグラフィーにより、タン
パク質と金属の分布を調べた。第 2 節においては、得られた分画物を対象に、急性毒
性試験と慢性毒性試験を行い、加水分解及び限外ろ過が重金属毒性評価にどのような
影響をもたらすかを検討した。  
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第 1 章 国内産マガキ成分の季節変動  
 
1-1 序文  
マガキの形状・栄養価が産地・季節によって変動することは多くの報告から明らか
となっている。  
マガキの形状面は幼貝の着床条件における基盤形成に従って成長することから、殻
の形が一定せず、波の当たり具合などの環境によっても形が変化するため外見による
分類が難しく、野外では属を判別できないこともあるとされている(畠山 , 2006)。この
ため出荷時の分類が混沌としているものがあり、輸出入の際、「生産国名＋oyster」と
表示して生産国を明らかにする傾向が続いている。これらに対し、産地における固体
データの計測を統計的に行っている報告もある (Dinamani, 1987; Wilson, 1987)が、生息
域ごとに数値が大きく異なることから、全種において経時的に行うことは不可能であ
る。そのような中で、外見に惑わされない分子系統法による分類がなされつつあるが、
結果を得るまで時間が掛かることから実用には至っていない (新潟県水産海洋研究所
広報誌 13 号-1,2,3)。  
タンパク質をはじめとする主栄養素は餌となる植物プランクトンに由来し、ミネラ
ルの一部は生活圏である海水の成分によるところが大きい(Shulkin et al., 2003)。カキ
における成分分析の研究は、アジアをはじめヨーロッパで多くの報告が成されている
が、大部分が成長に伴う重金属の蓄積、脂肪酸の変動に限られている。国内産マガキ
では特に味を中心としたアミノ酸関連の報告が多い(高木ら , 1963)。カキに含まれるア
ミノ酸の特徴として、リジン、スレオニン、含硫アミノ酸など、食生活で不足しがち
なアミノ酸が多く含まれ、FAO のアミノ酸スコアにおける理想的配分比を満たしてい
ることが知られている。特にタウリンの含有量は全食品の中で最も多い(畠山 , 2006)。
二枚貝の味の主要成分はアサリにおけるコハク酸のように有機酸であるが、カキは有
機酸よりも遊離アミノ酸が主要な味の成分であることから、遊離アミノ酸の分析が成
されている(Fuke et al., 1996)。日本ではカキは英名で「R」の付く月に食べることが良
いとされている。これは冬季においてグリコーゲン・高度不飽和脂肪酸含量が多くな
り、味も濃厚となり栄養価に優れるためである (Dridi et al., 2007)。これらに対し、国
内の太平洋産マガキの研究は Masumoto et al.(1934)による一般成分の報告、Shimma et 
al.(1964)による脂肪酸分析の報告などがなされているが、近年報告例はない。グリコ
ーゲンとは多数のα -D-グルコース (ブドウ糖 )分子がグリコシド結合によって重合し
た高分子・高エネルギー化合物の糖タンパク体である。動物における貯蔵多糖として
存在し、非常に効率の良いエネルギー源として人体に働く。また、高度不飽和脂肪酸
組成は生理学的にも重要で循環器疾患の危険率を低減するという報告もある
(Yamaguchi et al., 2008)。カキの食品としての特徴はミネラルが豊富なことでも知られ
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ている。海産生物は一般的に、陸上生物に比べてミネラルを高濃度に含むことが知ら
れていて、マガキは水産食品の中でも特に高含有食品とされている。日常の食品 1882
品目をまとめた五訂増補食品成分表(香川 , 2007)によれば、マガキは銅で食品中 3 位、
亜鉛は 1 位の高含有食品とされ、現代人に不足しがちなミネラルを補う食品でもある。 
 このように栄養価に優れているマガキであるが、多項目の成分の季節変動を追跡調
査した報告例は見られない。宮城県産マガキは生産量全国 2 位を誇り、外海に面した
水温の低い海域で養殖されている。一方、宮崎県産マガキは生産量こそ低いものの、
同様に外海に面し、水温が高い海域で養殖されるマガキの中では日本最南端に位置し
ている。これら環境条件の異なるマガキを用いて、個体データ・一般成分・金属・総
アミノ酸・遊離アミノ酸・脂肪酸・グリコーゲン含量を計測することにより、地域間
の成分変動及び、季節間の成分変動を明らかにすることを目的とした。  
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1-2 試料  
国内産マガキ(Crassostrea gigas)は、主に 11 月から 3 月に食用となる。10 月以前は
成長途中で身が不揃いであること、4 月以降は現地での消費、もしくは生殖腺の成長
が身を痩せさせることから食用にはならない。本研究では、マガキの食用期間であっ
た 2006 年 11 月から 2007 年 3 月の各月中旬に、宮崎県と宮城県で養殖されているマガ
キを入手した。入手先・海水温度・生育期間等については Table 1 に示した。  
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Table 1. 
Growing conditions of the oysters used in the present study 
Class Species Place 
 Scientific name  
Harvest  
(Month-Year) 
Water 
temperature(℃ ) 
Farming term 
(year) 
  Fisheries  Nov.2006 16~17  2 
  cooperative Dec.2006 13~14  2 
Oyster Crassostrea gigas association of Jan.2007 10~11  2 
  Karakuwa, Feb.2007 9~10  2 
  Miyagi, Japan Mar.2007 8~9  2 
  Fisheries Nov.2006 24~25  1 
  cooperative Dec.2006 22~23  1 
Oyster Crassostrea gigas association of Jan.2007 19~20  1 
  Kawaminami, Feb.2007 19~20  1 
  Miyazaki, Japan Mar.2007 18~19  1 
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1-3 実験方法  
1-3-1 生物学的指標の測定  
全ての測定は採取後 2 日以内に行った。殻表面の付着物を流水・ブラシで落とし、
キムタオルで表面の余分な水分を除去後、殻径 (縦・横・幅)、重量(総量・殻・身)の 6
項目を計測した。計測データから Hand et al.(1999)と Imai et al.(1961)の報告に従って
以下の式を用いて個体データを積算した。  
 
Hand and Nell’s index ; 
CIHN = dry meat weight (g) × 1000 / cavity volume (g) 
Cavity volume (g) = whole weight (g) – shell weight (g) 
Imai and Sasaki’s index ; 
  CIE = shell thickness (mm) ×{0.5 (shell length (mm) + shell width (mm))} － 1 
＊ CI：Condition Index 
 
1-3-2 試料の前処理  
個体データ測定後の剥き身をフードプロセッサー(松下電器産業 , MK-K75)で破砕し、
使用まで－30℃または－80℃で保存した。タンパク質の自己消化を避けるため、破砕
物の一部を真空乾燥(ADVANTEC, Vacuum drying oven VO-32D. ヤマト科学株式会社 , 
NEOCOOL, MINIVAC PD-136)し、使用まで同条件で保存した。  
 
1-3-3 一般成分分析  
一般成分は AOAC (1995)に従って測定した。  
 
1-3-3-1 水分･･･常圧加熱乾燥法  (AOAC, 1995) 
恒量瓶に試料約 20g を入れ、105℃に設定した乾燥機(ADVANTEC, Forced convention 
oven DRE320DA)で 3 時間加熱乾燥後、デシケータ中で 15 分放冷し、精秤した。秤量
値が前回の秤量値を上回る、もしくは±0.0003g 以下の差になるまでこれを繰り返し、
水分を測定した。  
 
1-3-3-2 粗タンパク質･･･ケルダール法  (AOAC, 1995) 
乾燥試料約 0.3g を精秤後、ケルダール分解フラスコに入れ、分解促進剤(硫酸カリ
ウム :硫酸銅= 4:1, 国産化学) 1gと濃硫酸(国産化学) 10ml を加えた。空試験には分解促
進剤と濃硫酸同量をケルダール分解フラスコに入れた。それをケルダール分解装置
(BÜCH, Digest Automat K-438)で液色が黒から透明になるまで加熱分解した。放冷後、
蒸留水を用いて 50ml 容メスフラスコに定容した。蒸留装置の丸底フラスコに水を張
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り、加熱沸騰させた。蒸留装置に定容した試料溶液 10ml と 30%NaOH(和光純薬) 10ml
を流し込み、十分に蒸留させ、発生したアンモニアを N/10 H2SO4(国産化学) 10ml と混
合指示薬(0.2%メチルレッド、0.1%メチレンブルー)を加えた三角フラスコで回収した。
蒸留後、N/10 (COOH)2 (国産化学)で標定した N/10 NaOH で三角フラスコを滴定した。
滴定値より回収された窒素量を算出し、一般食品に適用される窒素換算係数 6.25 を乗
じて粗タンパク質量を求めた。  
 
1-3-3-3 脂質･･･Bligh & Dyer 法(AOAC, 1995) 
遠沈管に－80℃で貯蔵した試料約 5gを精秤し、クロロホルム :メタノール(2:1 v/v, 国
産化学)溶剤 20ml を加え、ウルトラターラックス(IKA Labortechnik)でホモジナイズし
た。同一の溶剤 5ml を用いて洗いこみ後、1700g, 10min, 4℃で遠心した(久保田製作所 , 
マルチパーパス高速冷却遠心機 6800)。遠心後、上精を分液漏斗に移した。残渣に対
し、上記の作業を 2 回繰り返し、全量抽出とした。分液漏斗に 0.88% KCl(国産化学)
を加え、脱気しながら振り混ぜた。遮光状態で一晩静置し、クロロホルム層を三角フ
ラスコに回収し、再度分液漏斗に 5ml クロロホルムを加え、層分離後、クロロホルム
層を回収する作業を 3 回繰り返した。これに無水硫酸アンモニウム(国産化学)を過剰
量加え、十分な脱水を行った後、丸底フラスコに抽出液を濾紙 (ADVANTEC, 5B×
150mm)を用いて回収した。これをロータリーエバポレーター(東京理化機器 , N-N)で減
圧濃縮し、クロロホルムを加えて、25ml に定容した。恒量瓶に 10ml 移し、105℃に設
定した乾燥機で 1 時間加熱乾燥後、デシケータ中で 15 分放冷し、精秤した。秤量値が
前回の秤量値を上回る、もしくは±0.0003g以下の差になるまでこれを繰り返し、脂質
を測定した。また、脂肪酸分析用にクロロホルムで定容した試料 10ml を－80℃で保
存した。  
 
1-3-3-4 灰分･･･乾式灰化法(AOAC, 1995) 
恒量にしたるつぼに試料約 3gを入れ、105℃に設定した乾燥機で予備加熱後、550℃
に設定した電気炉(ADVANTEC, ELECTRIC MUFFLE FURNACES KL-420)で 5時間加熱
後、一晩放冷し、デシケータ内に 15 分静置後、精秤した。秤量値が前回の秤量値を上
回る、もしくは±0.0003g以下の差になるまでこれを繰り返し、灰分を測定した。  
 
1-3-4 糖質  
1-3-4-1 糖の定量  
Hodge (1962)の方法に従ってフェノール硫酸法により総糖含量を計測した。乾燥粉
末試料 2g を蒸留水 5ml に溶かし、30℃で 1 時間攪拌した。それらを適宜希釈した(糖
含量として 0.5mg/ml以下とした)。それら試料溶液 500µlと 5% フェノール  (国産化学) 
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500µl をよく混和させた後に、濃硫酸 2.5ml を加え室温で 30 分反応させた。反応物を
石英セルに移し、吸光光度計(SHIMADZU, UV-VIS SPECTROPHOTOMETER UV-1200)
を用いて 480 ならびに 490nm で吸光度を測定した。糖の標品としてグルコース(和光
純薬)とキシロース(和光純薬)を用いた。  
 
1-3-4-2 グリコーゲンの定量  
Carroll et al.(1955)の方法を改良してアンスロン法によりグリコーゲン含量を計測し
た。  
生体組織からグリコーゲンを抽出する方法として、Carroll et al.(1955)は 2 種類の抽
出方法と測定方法を述べている。抽出方法の一つは 30% KOH と 5% トリクロロ酢酸
(TCA)(和光純薬)を用いることで、組織を破壊し、細胞からも全抽出する方法で、肝臓
などの臓器を対象に用いる。二つ目は 5% TCA のみを用いる方法である。本実験では
双方の方法で予備実験を行い、より高感度に測定できる後者の方法を採用した。測定
方法においては標品としてグルコースとの吸光度比較を行う方法で、高感度だが、手
間の掛かるものと、簡易的な重量法があるが、本実験では産地と季節による変動を見
ることからより高感度となるよう、前者の吸光度法を用いた。  
乾燥試料 1gに 5% TCA(和光純薬) 10ml を加え、氷冷しながらボルテックスミキサ
ーで 3 分間ホモジナイズした。それを 1600g, 10min, 4℃で遠心処理し、塩酸(和光純薬)
を用いて酸洗浄した濾紙を用いてろ過し、ろ液を回収した。残渣に対し上記の操作を
2 回繰り返し、計 3 回の抽出を行った。抽出液 1ml に 5ml の 95%エタノールを加え、
混和しながら遮光状態で一晩攪拌した。それを 1600g, 15min, 35℃で遠心処理し、上清
を廃棄後再度 5ml のエタノールを加え同様の操作を行った。処理した残渣に対し 2ml
の蒸留水を用いてスクリューキャップ試験管に残渣を移した。濃硫酸 72ml に
Anthrone(Sigma) 50mg を十分に溶解させた後、チオ尿素(Sigma) 1gを加え、蒸留水で
100ml に定容した。定容後、85℃で加温しながら十分に混和させ、冷蔵し、アンスロ
ン試薬を調製した。試料溶液 10ml にアンスロン試薬を加え、密栓後攪拌し、100℃15
分加熱して、0℃まで氷冷した後、室温に戻してから吸光光度計を用いて吸光度 620nm
で測定した。空試験には試料溶液の代わりに蒸留水を用いた。標品は飽和安息香酸溶
液(Sigma)を用いて 1mg/ml グルコース標準溶液を調製し、蒸留水で希釈したグルコー
ス標準溶液を用いた。  
 
計算) 
以下の通りにグリコーゲン含量を計算した。  
(ABStest －  ABSsb) / ( ABSstd – ABSsb) × 0.1 × 2ml / g × 100 × 0.9 
ABS：吸光度  
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test: アンスロン試薬＋試料溶液の吸光度  
sb: アンスロン試薬＋蒸留水の吸光度  
std: アンスロン試薬＋グルコース標準溶液の吸光度  
0.1: グルコース標準溶液濃度(0.1mg/2ml) 
2ml: 全体量  (ml) 
0.9: 標品にグルコースを用いる際の換算係数(Nicholas et al., 1955) 
 
1-3-5 金属組成  
・湿式灰化  
各乾燥試料約 0.3g を正確に秤量し、灰化装置 (Mega Microwave Digestion System 
MLS-1200, Italy)を用いて、精密分析用硝酸(和光純薬) 5ml で湿式灰化した。灰化後、
イオン交換水で 25ml に定容し、分析に供した。灰化条件は Table 2 の通りである。  
・測定方法  
金属含量は原子吸光光度計 (SHIMADZU, Model AA-660)で測定した。分析条件は
Table 2 の通りである。なお、標品として各金属溶液 1000ppm(和光純薬)を適宜希釈し
て用いた。  
 
1-3-6 リンの定量  
Chen et al.(1956)のモリブデンブルー吸光光度法に従って試料中に含まれるリンの
定量を行った。乾燥粉末試料数十 mg をスクリューキャップ試験管に秤り取り、濃硫
酸 1.5ml、過塩素酸(和光純薬) 0.5ml を加え、溶液が褐色から無色になるまで 100℃で
加熱分解した。分解終了後、放冷し 25ml に定容し、試料溶液とした。試料溶液 200µl
に 5N 硫酸 1ml を加え攪拌後、8.3%モリブデン酸アンモニウム溶液(国産化学) 1ml、ア
ミドール試薬(2,4-ジアミノフェノール二塩酸(ナカライテスク株式会社) 0.5gと亜硫酸
水素ナトリウム(和光純薬) 10gを 50ml の蒸留水で溶解し調製) 1ml、蒸留水 6.8ml を加
え攪拌した後、20 分間静置して蒸留水を空試験として 760nm の吸光度を測定した。
リンの標品としてリン酸二水素カリウム(和光純薬)を用いた。  
 
1-3-7 総アミノ酸組成  
総アミノ酸は試料の加水分解物を調製して分析に供した。詳細は以下に示すとおり
である。  
試料を、日本食品科学工学会  新・食品分析法編集委員会(1996)の方法に従って加水
分解した。乾燥粉末試料 0.1g を真空加水分解管 (TECHNO, VACUUM HYDROLYSIS 
TUBE with PTFE PLUG)に入れ、終濃度 0.02%となるように β-メルカプトエタノール
(Sigma)を調製したアミノ酸分析用 6N 塩酸(和光純薬) 1ml を入れ、試料を凍結後、脱
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気時の突沸防止のため、ドライアイス‐アセトン混合物の中に加水分解管を入れて、
真空ポンプ及び超音波洗浄器(Honda, ULTRA CLEANER W-211)を用いて十分な脱気を
行った。脱気後、アルミ製ブロックヒーター(ヤマト科学 , HEATING BLOCK HF-21)で
110℃、20 時間加熱分解した。分解後、十分に放冷した後に 3.5N NaOH を用いて pH3.0
に調整した。  
この加水分解試料を適宜クエン酸リチウム緩衝液 (日本電子株式会社 , pH2.93)で希
釈後、0.45µm フィルター(ADVANTEC, DISMIC-13cp)に通したものを全自動アミノ酸
分析機(日本電子 , JLC300)に供し、ニンヒドリン法で分析した。  
 
1-3-8 遊離アミノ酸組成  
遊離アミノ酸は試料のメタノール抽出物を調製して分析に供した。詳細は以下に示
すとおりである。  
試料 5g を遠沈管に秤り取り、80%メタノール(国産科学 1 級) 30ml を加えてウルト
ラターラックス(IKA Labortechnik)でホモジナイズした。同一の溶剤 10ml を用いて洗
いこみ後、1600g, 10min, 4℃で遠心した。遠心後、上澄を丸底フラスコにろ過した。
残渣に対し、上記の作業を 2 回繰り返し、全量抽出とした。これをロータリーエバポ
レーターで減圧濃縮し、分液漏斗に蒸留水を用いて移した。そこにジエチルエーテル
(国産科学) 30ml を加え、よく混和した。上層をナス型フラスコに移し、再度エバポレ
ータで減圧濃縮し、蒸留水を加えて 25ml に定容した。この抽出液を試験まで－30℃
で保存した。  
このメタノール抽出試料を適宜蒸留水で希釈後、0.45µmフィルターに通したものを
全自動アミノ酸分析器に供し、ニンヒドリン法で分析した。  
 
1-3-9 脂肪酸組成分析  
抽出した脂質中の脂肪酸分析には gas chromatography(GC)法が汎用されている。脂
肪酸の GC 分析では、難揮発性の脂肪酸をそのまま GC に供すと脂肪酸のカルボキシ
ル基がテーリングを引き起こし、正確な値は得られない。そのため、脂肪酸はメチル
エステル等に誘導化し、脂肪酸の揮発性を向上させる必要がある。一般的に短鎖脂肪
酸を多く含む油脂には BF3プロピルエステル法、長鎖脂肪酸の分析には BF3メタノー
ル法を用いて誘導体化することが望ましいことから、高度不飽和脂肪酸を多く含むカ
キでは BF3メタノール法を用いることにした。  
試料の脂質をメチルエステル化したものを分析に供し、脂肪酸組成を得た。詳細は
以下に示すとおりである。  
マガキからの脂肪酸メチルエステルの調製は AOCS(Ce 1b-89)に準じた。脂質の定量
(1-3-3-3 項)に用いた脂質抽出液 10ml に、0.5N NaOH/methanol 溶液 1ml を加え 100℃で
 14 
15 分加熱し、ケン化を行った。室温まで放冷後、BF3/methanol 溶液(和光純薬) 2ml を
加え、究封下 100℃で 20 秒加熱した。40℃前後まで放冷し、n-ヘキサン 1ml、飽和食
塩水(国産化学) 3ml を加え攪拌した。それらを 1600g, 10min, 4℃で遠心分離し、ヘキ
サン層を回収し、窒素乾固後、n-ヘキサン(国産化学) 1ml を添加した。  
脂肪酸メチルエステルは GLC (Shimadzu GC 14B gas chromatograph)で分析を行った。
カラムは Supelcowax-10 fused silica open tubular capillary column (0.25mm i.d.×30m, 
Supelco Japan, Tokyo)を用いた。検出器は FID (flame ionization detector)を用いて、ヘリ
ウムをキャリアガスとして 200kPa で使用した。カラムの昇温プログラムは Table 2 に
示した。内部標準物質(C23:0 metyl ester, 99%純度 , Sigma)を用いて Ackman.(1987)の方
法に従い、脂肪酸の分析同定を行った。  
 
1-3-10 統計処理   
これらの試験は、最低 3 回以上行い、結果を平均値と標準偏差で示した。統計評価
は ANOVA (Hochberg, 1988) で P<0.05 とした。  
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Table 2.     
Analytical conditions of experimental instruments used in the present study 
(A) Conditions of microwave digestion system 
(Mega Microwave Digestion System (MLS-1200)) 
Program Electricity W Temp. ℃ Time min. 
  250 80 10 
  0 80 1 
  400 80 5 
  0 80 1 
  600 80 5 
 
(B) Conditions of mineral analysis by flame atomic absorption system  
(Atomic Absorption System (Shimadzu AA-660)) 
Element Wave length 
nm 
Current  
mA 
Slit length     
nm 
Na 589.3 10 0.5 
K 766.5 10 0.5 
Mg 285.2 10 0.5 
Ca 422.7 10 0.5 
Fe 248.3 10 0.1 
Zn 213.9 10 0.5 
Cu 324.8 10 0.5 
Cd 228.8 6 0.25 
Pb 217.0 8 0.25 
Sn 224.6 24 0.5 
 
    (C) Conditions of gas chromatography fitted with Gas chromatograph (Shimadzu GC 14B), 
Column (Supelcowax-10), Column size (0.25mm i.d.× 30m), Detector (flame 
ionization detector), Carrier gas pressure (200kPa) for fatty acid analysis 
Initial temp. Temp.up Final temp. Holding time  
℃ ℃/min. ℃  amin. 
135 7 180 0  
180 1.2 240 0  
240 0 ･･･ 5 
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1-4 結果及び考察  
1-4-1 個体データ  
Table 3,  Figure 1 に宮崎県産及び宮城県産マガキの個体データを示した。  
マガキの形状は水温・餌・深度といった環境条件の僅かな違いから個体差が
大きくなる。両産地とも成長に伴い全重量・長さの増大が認められたが、季節
変動による差は宮城県産の殻幅が 11~12 月に比べ 1~3 月で有意に上昇したのみ
であった。宮城県産は全項目において宮崎県産よりも総じて高い数値を示して
おり、特に可食部の重量・長径は有意に高い数値を示していた。これは宮城県
産が 2 年の飼育期間であるのに対し、宮崎県産は 1 年の飼育期間であるためと
考えられ、さらには Table 1 にあるように 11 月から 3 月の期間だけでも 10℃前
後海水温が高いことが成長速度に差をもたらすと考えられる。マガキ個体デー
タを示す状態指数 (Condition Index： CI)の CIH N は全重量に対する可食部の重量
であることから、数値が高いほど食品としての利用率が高いことを示す。宮崎
県産と宮城県産において成長期間は異なるものの、CIH N に有意な差は見られな
かった。フランス産マガキの CIH N は 84~155(Oliveira  et al . ,  2006)であるのに対
し、宮崎県産では 132~160、宮城県産では 147~169 であることから、国内産マ
ガキは平均して身の占める割合がフランス産マガキに比べ高いと言える。 CIE
はマガキ の経済 的指 標 (空洞容 積 )を示 し 、フラン ス産マ ガキで は CIE は
0.35~0.41(Ol iveira  et al . ,  2006)、アイルランド産マガキでは 0.43~0.75(Lineha n et  
al . ,  1999)である。一方、本研究で用いた国内産マガキの CIE は、宮崎県産では
0.41~0.50、宮城県産では 0.32~0.41 であり、宮崎県産の方が高い数値を示して
いるが、フランス産と同等であり、アイルランド産よりも低い結果となった。
Muniz et al . (1986)の方法に従い Figure 2 に総重量と可食部の重量の相関を示し
た。これは相関が高いほど、殻の大きさと可食部の含有率が一致し、食品とし
て均一であることを示す。Muniz e t al . (1986)によると南大西洋アラルヌマ産マ
ガキは R 2=0.990 を示し、本実験で用いたマガキよりも均一であると言える。こ
れは宮崎県産で大きさが 8~10c m、宮城県産で 13.5~14.9c m であるのに対し、ア
ラルヌマ産マガキは大きさが 5cm 程と小さく、殻の成長の差が小さいことが要
因と言える。 Figure 2 から見てわかるように、全重量が小さいほど殻の長径と
可食部重量の偏差が小さく、大きくなるにつれて偏差が大きくなっているのが
見てとれる。以上の結果から国内産マガキは、世界的に見ても身の含有率が高
く、質的にも同等の位置にあると言え、さらには Crassostrea g igas という同一
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種であっても、身の含有率が大きいと言える。  
 
1-4-2 一般成分、グリコーゲン含量及びミネラル組成  
Tables 4~6 に宮崎県産及び宮城県産マガキの一般成分、グリコーゲン含量及
びミネラル組成を示した。  
宮崎県産が 11 月から 1 月まで水分が高く、2 月以降減少した。一方、宮城県
産では水分変動が見られなかった。宮崎県産は水分と灰分含量に相関があるが、
宮城県産では相関は見られなかった。すなわち、マガキの灰分の 72~82%を占
めるナトリウム･カリウムの濃度が、海水中のナトリウム・カリウム濃度に応じ
て変化しているためであると考えられる。水分と同様の挙動を示した灰分を
Table 5 に示したように乾物あたりに積算すると、宮城県産の 14.5~18 .5%に対し
て、宮崎県産は 18.2~26.3%と全般に高含量で、産地ごとに見ると 11~3 月全て
において宮崎県産カキの灰分が宮城県産よりも有意に高い結果となった。また、
共に 1 月が最もミネラルに富む結果となった。  
脂質含量は 2, 3 月が最も高く、成長に伴い含量が増加する傾向にあるが、総
じて宮城県産の方が高含量となっていた。これは 2 年間という生育期間による
ものと考えられる。タンパク質の占める割合は 2月が一番高く、宮崎県産で 7.4%、
宮城県産で 7.5%となった。  
グリコーゲンは脂質と同様 2, 3 月が最も高く、成長に伴い含量が増加する傾
向にあるが、総じて宮城県産の方が高含量となった。脂質含量との相関係数
(Figure 3)は宮崎県産で R=0.657、宮城県産で R=0.747 と、脂質・グリコーゲン
含量の間には相関があると言える。これらは成長に伴う要因と、寒気における
エネルギー物質の貯蔵のためであると考えられる。Dride et a l . (2007)の地中海産
マガキではグリコーゲン含量が 2 .09~11 .52%である。本実験で用いた 11~3 月の
期間では、国内産は地中海産に比べ、グリコーゲン含量は低い結果となった。
国内産で比較すると、 Li e t al . (2000)によると宮城県女川湾産マガキの乾物重量
のグリコーゲン含量は 33.5%であったと報告している。本実験で行った宮城県
産マガキは 23.7~28 .2%と低い結果となったが、これは海水温や餌となる植物プ
ランクトンなどの環境因子によるものと推測される。一方、グルコースを基準
とした (Carrol l  et al . ,  1955)総糖量は、宮崎県産で 2.31~3.99g/100g、宮城県産で
3.82~4.78g/100g であった。グルコースの重合体であるグリコーゲンと相関が見
られ (Figure  4)、宮崎県産で R=0.865、宮城県産で R=0.869 という相関係数が得
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られた。このように多くの既存の報告と同様、マガキという同一の種であって
も成分は生育年数・海域の水温や栄養成分が大きく左右することから、食品と
しての栄養価などを比較する際は、単一の項目だけではなく、多くの項目を設
けなければならないことが判断できる。総じて、季節変動に伴い、タンパク質
の減少、脂質・グリコーゲンの増大が見られ、Berthel in e t a l . (2000)と同様の結
果となった。  
ミネラル組成及び含量では、両産地とも 3 月に急激にカルシウム含量が低下
している。これは宮崎県産では 4 月より、宮城県産では 5 月ごろより生殖器間
の成熟が始まり卵膜の形成 (畠山 ,  2006)や、殻の形成にカルシウムが使用される
ことから、可食部に含まれるカルシウムが減少したものと考えられる。他の成
分同様カルシウム含量でも産地による違いは顕在し、国内産では 2.6~7.7mg/g
であるのに対し、Orba n et al . (2004)の報告ではイタリア産マガキは乾物あたり
12~27mg/g であることから国内産に比べると 4 倍近く含まれている。ミネラル
類の多くは海水成分の影響が大きいと考えられる。試料の入手の際、養殖場の
海水も同様に入手し、ミネラル組成を分析したところナトリウムでは宮崎県に
おいて R=0.9755、宮城県において R=0.9865 となり、カリウムでは宮崎県にお
いて R=0.9940、宮城県において R=0.9652 と共にマガキに含まれるナトリウム･
カリウム含量と生息域のナトリウム･カリウム含量の間に高い相関があること
が示された (Figure 5)。しかし、その他の元素では海水との相関は認められなか
った。銅・亜鉛の含量はそれぞれ宮崎県産では 201~249µg/g,  536~598µg/g 含ま
れ、宮城県産ではそれぞれ 225~306µg/g,  511~561µg/g となっているが、産地に
よる差はない。日常の食品 1882 品目をまとめた五訂増補食品成分表 (香川 ,  
2007)によれば、マガキは銅において食品中３位、亜鉛において 1 位の高含有食
品とされている。また、カルシウムを高濃度に含んでいたイタリア産マガキに
比べ、亜鉛は国内産マガキの方が高い (Orban et al . ,  2004)。鉄は宮崎県産の方が
高く含まれる傾向にあるが、国内産として 220~373µg/g 含まれることを考える
と、Orban e t al . (2004)のイタリア産マガキは乾物あたり 116~191µg/g であるこ
とから、亜鉛同様国内産マガキは含有量が大きいといえる。リン含有量は両産
地において 11.3~15.6mg/g と有意な変動は認められなかった。  
以上より、宮城県産で脂質・グリコーゲン含量が高く、灰分では宮崎県産が
高い結果となった。さらに、マガキ特有の銅・亜鉛含量に大差はないものの、
イタリア産に比べると含有量が大きいことからミネラルの供給源として国内産
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マガキは優れていると言える。Okoshi et al . (1988)はマガキは成長に伴って元素
濃縮が生じると報告しているが、市場に出回る時期では認められなかった。  
 
1-4-3 遊離アミノ酸及び総アミノ酸組成  
遊離アミノ酸組成を Table 7 に、総アミノ酸組成を Table 8 に示した。また、
遊離アミノ酸及び総アミノ酸の構成割合を Figure 6 に示し、各アミノ酸の遊離
率を Figure 7 に示した。マガキはタウリンが主なアミノ酸であるが (Hosoi et a l . ,  
2003; Ol iveira  et al . ,  2006)、タウリンは人体にとって消化作用の補助や神経伝達
補助といった生理的に重要な働きをする (Fuke, 1994; Konosu et a l . ,  1982)。タウ
リンは宮崎県産では 4,240~5,020 mg/100g で平均して全体の 13%を占め、宮城県
産では 3,490~4,260mg/100g で平均して全体の 11%を占めていた。一方、タウリ
ンは呈味を有さない遊離アミノ酸であるが、タウリンが全体の遊離アミノ酸に
占める割合は宮崎県産で 69%、宮城県産で 53%であった。全ての月において宮
崎県産のほうがタウリンを有意に多く含むことが示された。タウリンに続いて
遊離アミノ酸では旨味や酸味を示すグルタミン酸、甘味をもたらすグリシン・
アラニン、苦味を有するアルギニンが多く検出された。 Lee et al . (2004)による
と韓国産マガキはタウリンとグリシンがアミノ酸の 70~80%を占め、それぞれ
52%, 18%が遊離アミノ酸となったと報告している。このため、構成アミノ酸や
遊離アミノ酸は環境因子によって大きく異なることが示唆された。このことに
関して遊離アミノ酸は海水の塩濃度に影響を受ける (Hosoi et a l . ,  2003)。また、
鴻巣ら (1988)は多数の水産無脊椎動物の遊離アミノ酸を分析し、遊離アミノ酸
の浸透圧調節への寄与を指摘している。そこで、本実験で用いた試料を対象に
遊離アミノ酸と塩濃度の相関を取ると、宮崎県産ではグリシンが R=－ 0.853、
アラニンが R=－ 0 .819 の負の相関を有し、宮城県産ではグリシンが R=0.8035、
アルギニンが R=0.864 の正の相関を示した (Figure 8)。しかし、タウリンでは両
産地とも相関が見られなかった。遊離アミノ酸のうち、アスパラギン酸・スレ
オニン・セリン・グルタミン酸・グリシン・アラニン・β -アラニン・オルニチ
ン・プロリンは宮崎県産に比べ宮城県産は有意に高い値を示した。これら有意
な差が生じたことも海域における塩濃度や餌となる植物プランクトンによるも
のと考えられる。また、両産地共に 11~1 月においてはセリン・システリン酸・
イソロイシン・ロイシン・アラニン・フェニルアラニン・オルニチン・リジン・
アルギニン・プロリンにおいては変動が見られず、アスパラギン酸・スレオニ
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ン・セリン・グルタミン酸・グルタミン・グリシン・バリン・イソロイシン・
ロイシン・チロシン・フェニルアラニン・リジン・プロリンは 2-3 月にかけて
有意に上昇している。これらの結果から呈味性を有する遊離アミノ酸が 2-3 月
に増加することから、 11~1 月のマガキに比べ、味が濃厚になると考えられる。
総遊離アミノ酸含量では、宮城県産が宮崎県産よりも高く、中でも宮城県産 2
月で最も高い 5,830mg/100g を示したが、季節に伴う変動は見られなかった。
Hosoi et al . (2003); Ol iver ia  et al . (2006)の報告によれば、遊離アミノ酸は季節に
伴う変動はしないが、総アミノ酸量は変動する。また、アメリカで食用とされ
るイタヤガイに属するメキシコキンチャク (Beltra n-Lugo et  al . ,  2006)やイガイ
科のムラサキイガイ (Fuentes et al . ,  2009)においても総遊離アミノ酸含量の季節
による変動は見られず、産地によって総量は異なると報告している。このこと
からも本研究の結果は既報の結果とよく一致した。以上の結果から、遊離アミ
ノ酸総量は変わらないものの、水分含量や個々の成分において大きく値が異な
ることから、呈味に差が生じると考えられ、マガキの味に関する評価として官
能検査が望まれる結果となった。  
宮城県産マガキの総アミノ酸含量は 11 月で 30,400 mg/100g と最も低く、徐々
に増加し 2 月で 39,400 mg/100g という結果となった。総アミノ酸量の増加に伴
いタウリン・セリン・グリシン・バリン・ロイシン・フェニルアラニン・ヒス
チジン・リシン・プロリンの増加が認められ、中でもタウリンは 3,490 mg/100g
から 4,260mg/100g、セリンでは 1,370 mg/100g から 1,780mg/100g、グリシンで
は 2,140mg/100g か ら 2 ,920mg/100g、 ヒ ス チ ジ ン で は 547mg/100g か ら
696mg/100g、プロリンでは 1,420 mg/100g から 2,310mg/100g と有意な上昇が認
められた。 Table 5 で窒素を基にした Kjelda hl 法より求めたタンパク質は
40,840~51,970mg/100g となったが、総アミノ酸量は 30,400~39 ,400mg/100g と低
かった。これは試料中の窒素成分として尿素やアンモニアが含まれていること
が原因であると考えられる。  
マガキにおけるアミノ酸スコアを Figure 9 に示した。アミノ酸スコアは 1985
年に FAO と WHO の合同委員会でタンパク質配合アミノ酸の比較基準のために
設けられたもので、タンパク質の栄養価を示す基準の一つである。評価はタン
パク質を構成する窒素 1g あたりに占める各必須アミノ酸の mg 数で表され、合
同委員会が基準としたアミノ酸評点パターンに対する割合で算出される。
Figure 9 において 100%に満たないものが制限アミノ酸となるが、第一制限アミ
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ノ酸は含 硫アミ ノ酸 で 41.6~74 .6%とな っている 。次に 芳香族 アミノ 酸が
76.0~99.0%となっていて、他は 100%を満たしている。両産地におけるアミノ酸
スコアにおいては有意な差は認められず、産地によらないものであった。  
 
1-4-4 脂肪酸組成  
マガキの脂肪酸組成を Table  9 に示し、主要脂肪酸の変動図及び、飽和脂肪
酸 (sa turated fa tty acid:  SFA)、モノ不飽和脂肪酸 (mono unsa turated fa t ty a cid :  
MUFA)、多価不飽和脂肪酸 (poly unsatura ted fa tty acid: PUFA)の変動を Figure 10
に示した。SFA は 41.0~44 .2%、MUFA は 14.8~22.4%で PUFA は 35.2~42.2%とな
り、季節変動に伴って、 SFA は減少、 PUFA は増加の傾向が見られた。 Surh et  
al . (2003)や Oliveira  e t a l . (2006)らも脂肪酸について報告していて、韓国産マガ
キは SFA が 35.2~40.2%、MUFA が 16.2~21.0%、PUFA が 37 .1~50.4%であり、ア
ラスカ産マガキはそれぞれ 23 .1~31.5%、 17.6~23.7%、 44.5~55.2%であった。こ
れらの報告と比較すると本研究で用いた国内産マガキは SFA が多く、不飽和脂
肪酸 (Unsaturated fa tty a cid: UFA)が少ない結果となった。また、Henderson e t  
al . (1987),  Ojea  et a l . (2004) はマガキは水温の低下に伴い細胞膜の流動性と浸透
圧能を高めるために PUFA を多く生成するとあるが、本結果においては有意な
上昇はみられなった。SFA の中でも特にパルミチン酸 (C16:0)が 50%前後を占め、
全体の 21.1~24.9%にあたる。アラスカ産マガキでは 17.5%(Oliveira  et  al . ,  2006)
と少なく 、イタ リア 産マガ キでは 国内 産マガキ と同等 の値 を示し ている
(Lineha n et al . ,  1999; Orban et al . ,  2004)。パルミチン酸も含め、ステアリン酸
(C18:0)も季節変動によって減少している。MUFA は宮城県産の方が高い割合で
ある。特にパルミトオレイン酸 (C16:1n-7)とオレイン酸 (C18:1n-9)は宮城県産が
高い割合で含まれている。MUFA が占める割合では宮崎県産は 11 月の時点では
14.8%であったものが 3 月には 19.9%と有意に割合が増加している。PUFA では
エイコサペンタエン酸 (EPA,  C20:5n-3)とドコサヘキサエン酸 (DHA, C22:6n-3)が
主要な成分となっている。EPA においては全体の 11.8~14.8%と季節による割合
の増減は認めらなかった。DHA においては宮崎県産のほうが全体に占める割合
が大きいものとなっていた。また、宮崎県産は季節変動において DHA の割合
が減少し、宮城県産では増加が認められた。Ber thelin et  al . (2000)は生殖細胞成
長に伴い DHA, EPA が減少すると報告している。これより、宮崎県産では生殖
器官の成長のため DHA 含量が減少したものと考えられ、宮城県産では産卵期
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が一ヶ月遅れることから、減少が見られなかったものと考えられた (畠山 ,  2006)。
アラスカ産マガキでは EPA は 17.7~24.2%, DHA が 13.3~20.0%(Oliveria  et a l . ,  
2006)で、イタリア産マガキはそれぞれ 10.8~15.2%, 11 .0~15.5%(Lineha n et  a l . ,  
1999)、アイルランド産においてはそれぞれ 23.1%, 9.4%であると報告されてい
る (Cruz-Romero et a l . ,  2008)。脂肪酸の生合成の際、摂取されたリノール酸及び
α -リノレン酸から、同一酵素群を用いて生合成を行うため、n-3 系脂肪酸と n-6
系脂肪酸には摂取バランスが重要とされている (五十嵐ら ,  1998)。そのため、適
切な生理活性と n-6 系脂肪酸の生合成を抑制するという面で、n-3 系脂肪酸を多
く摂取することが望ましいとされている。魚介類の特徴として陸上生物に比べ
n-3 系脂肪酸を多く含むことが知られている (齋藤 ,  1999)。本実験で用いたマガ
キは n-3 系脂肪酸が宮崎県産で 32.21~36.67%、宮城県産で 27.64~30.81%となっ
た。一方、 n-6 系脂肪酸は宮崎県産で 2 .31~2.92%、宮城県産で 3.22~4.70%とな
った。厚生省によって n-3 系脂肪酸と n-6 系脂肪酸の摂取比率 (n-3 /n-6)が検討さ
れ、 1/5~1/4 が推奨指針とされる (辻 ,  1997)。畜脂や植物油の多くが n-6 系脂肪
酸を多く含む脂質に属し、水産物は n-3 系脂肪酸を多く含むので、推奨指針に
近づけるため、 n-3 系脂肪酸を多く含む食品の摂取が進められている。国内産
マガキの n-3/n-6 比は宮崎県産で 11.0~14 .5 となり、宮城県産で 5.95~9.42 とな
った。また、宮城県産では季節変動に伴い n-3 /n-6 は有意に上昇した。この結
果はアメリカ産マガキと同一のものとなった (Sarqent et a l . ,  1993)。イタリア産
マガキは n-3 /n-6 が 6.58~8.69 であると報告されていて (Orba n et a l . ,  2004)、韓国
産マガキは 5.9~12 .0 となっている (Jeonghee et a l . ,  2003)。従って、国内産マガ
キは輸入物の海外産マガキに比べ、絶対量及び割合においても n-3 系脂肪酸を
多く含んでいると言えるが、地中海産よりも韓国産マガキと数値が近いことか
ら、季節変動よりも生息地域における要因が脂肪酸組成に大きな影響を与える
ものと推察した。  
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Table 3.   
Weights and condition indices (CI) of the Japanese oysters   
Growing area  Miyazaki        Miyagi        
Harvest Nov-  Dec-  Jan-  Feb-  Mar-   Nov-  Dec-  Jan-  Feb-  Mar-  
(Month-Year) 06  06  07  07  07   06  06  07  07  07  
Whole weight (g) 137.7 a 130.3 a 148.0 a 165.3 a 154.0 a  206.4 ab 186.9 ab 170.5 a 235.1 b 235.1 b 
  (36.3)  (38.7)  (43.1)  (25.3)  (28.2)   (29.8)  (23.0)  (25.9)  (24.1)  (44.5)  
Shell weight (g) 105.9 a 105.4 a 116.9 a 133.8 ab 122.5 a  158.2 ab 137.4 ab 126.3 a 178.7 b 174.9 b 
  (28.4)  (15.5)  (23.0)  (23.2)  (8.3)   (22.3)  (15.1)  (15.8)  (19.8)  (25.5)  
Meat weight(g) 31.9 a 24.9 a 31.1 a 31.5 a 31.6 a  48.2 b 49.5 b 44.2 ab 56.4 b 60.2 b 
  (6.3)  (10.2)  (9.5)  (2.1)  (3.6)   (6.4)  (7.9)  (8.9)  (5.6)  (15.8)  
Length (mm) 82.1 a 92.3 a 92.2 a 100.1 a 89.3 a  145.2 b 149.0 b 134.6 b 144.2 b 144.0 b 
  (12.8)  (15.7)  (10.0)  (11.6)  (8.1)   (20.4)  (18.9)  (19.3)  (17.8)  (15.2)  
Width(mm) 47.7 a 52.3 a 60.5 ab 51.7 a 66.7 ab 52.1 a 55.2 a 78.1 b 68.7 b 74.7 b 
  (8.9)  (10.9)  (10.5)  (14.5)  (7.7)   (6.3)  (6.1)  (11.8)  (6.9)  (7.2)  
Height(mm) 29.1  33.7  31.3  37.9  36.7   30.7  39.1  39.0  38.2  40.5  
  (8.1)  (7.6)  (8.0)  (9.0)  (8.6)   (5.8)  (5.2)  (3.7)  (6.9)  (4.9)  
CIHN 137.9  137.4  132.4  153.4  160.4   157.0  165.4  147.5  169.4  155.3  
  (34.1)  (18.6)  (27.6)  (27.9)  (9.9)   (26.7)  (18.1)  (19.0)  (23.7)  (30.6)  
CIE 0.460  0.473  0.412  0.503  0.473   0.316  0.386  0.406  0.363  0.371  
  (0.164)  (0.131)  (0.108)  (0.133)  (0.113)   (0.077)  (0.061)  (0.089)  (0.080)  (0.042)  
Hand and Nell's condition index (CIHN), Economical condition index (CIE), standard deviation of the mean (SD), 
different letters in the same row indicate significant difference at P < 0.05. (n = 10 ~ 20) 
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Figure 1.     
Seasonal variation of condition indices of the Japanese oysters. 
 
CI(HN) ; Hand and Nell's condition index, CI(E) ; Economical condition index. 
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(A) Oysters harvested in Miyazaki 
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     (B) Oyster harvested in Miyagi 
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Figure 2.     
Relationship between mean total weights and edible parts weight of the Japanese oysters. 
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Table 4.   
Proximate compositions and glycogen contents of the Japanese oysters (g/100g wet matter) 
Growing  area      Miyazaki            Miyagi      
Harvest Nov- Dec- Jan- Feb- Mar- Nov- Dec- Jan- Feb- Mar-  
(Month-Year) 06 06 07 07 07 06 06 07 07 07  
Moisture  86.21 b 86.26c 86.76b 84.66a 83.96a   84.30 a 83.46a 85.25ab 83.06a 84.47a 
  (0.11)   (1.52)  (0.43)  (0.33)  (0.15)    (1.27)  (0.52)  (0.42)  (0.35)  (0.40)  
Ash  3.22 bc 2.74 a 3.48 c 2.87 ab 2.92 b   2.70 a 3.05 b 2.73 a 2.46 a 2.46 a 
  (0.01)   (0.12)  (0.12)  (0.02)  (0.03)    (0.02)  (0.03)  (0.06)  (0.03)  (0.06)  
Lipid  0.90 b 0.81 a 0.73 a 1.03 b 1.36 c   1.48 cd 1.36 c 1.51 d 1.88 e 1.86 e 
  (0.02)   (0.01)  (0.01)  (0.01)  (0.00)    (0.05)  (0.07)  (0.07)  (0.01)  (0.04)  
Protein  6.35 ab 7.14 c 5.93 a 7.40 d 6.55 b   7.04 bc 7.47 d 6.59 b 7.52 d 6.93 bc 
  (0.07)   (0.02)  (0.14)  (0.07)  (0.07)    (0.17)  (0.03)  (0.07)  (0.05)  (0.07)  
Glucose  2.31 a 2.95 a 2.78 a 3.51 ab 3.99 b   3.99 b 3.93 b 3.82 b 4.78 c 4.19 b 
  (0.20)   (0.34)  (0.40)  (0.35)  (0.48)    (0.23)  (0.42)  (0.44)  (0.39)  (0.47)  
Glycogen  2.60 a 2.87 ab 2.91 b 3.82 d 4.17 de 3.51 c 3.96 d 3.70 cd 4.99 f 4.50 e 
  (0.05)   (0.04)  (0.13)  (0.25)  (0.11)    (0.04)  (0.07)  (0.11)  (0.22)  (0.13)  
Standard deviation of the mean (SD), different letters in the same row indicate significant difference at P < 0.05. 
(n=6) 
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Table 5.     
Proximate compositions and glycogen contents of the Japanese oysters (g/100g dry matter) 
Growing area      Miyazaki            Miyagi      
Harvest Nov- Dec- Jan- Feb- Mar- Nov- Dec- Jan- Feb- Mar-  
(Month-Year) 06 06 07 07 07 06 06 07 07 07  
Ash  23.35 e 19.94 d 26.28 f 18.71 d 18.20 cd 17.20 c 18.44 d 18.51 d 14.52 a 15.84 b 
  (0.07)   (0.87)  (0.91)  (0.13)  (0.19)    (0.13)  (0.18)  (0.41)  (0.18)  (0.39)  
Lipid  6.53 ab 5.90 a 5.51 a 6.71 b 8.48 c   9.43 cd 8.22 c 10.24 d 11.10 de 11.98 e 
  (0.15)   (0.07)  (0.08)  (0.07)  (0.01)    (0.32)  (0.42)  (0.47)  (0.06)  (0.26)  
Protein  46.05 b 51.97 c 44.79 b 48.24 bc 40.84 a   44.84 b 45.16 b 44.68 b 44.39 b 44.62 b 
  (0.51)   (0.15)  (1.06)  (0.46)  (0.44)    (1.08)  (0.18)  (0.47)  (0.30)  (0.45)  
Glucose  18.67 a 23.26 b 23.12 b 25.25 b 27.82 c   25.43 b 23.73 b 25.91 b 28.21 c 26.95 bc 
  (1.60)   (2.72)  (3.32)  (2.52)  (3.37)    (2.01)  (1.53)  (1.04)  (0.80)  (2.32)  
Glycogen  18.85 a 20.89 b 21.98 b 24.90 c 26.00 c   22.36 b 23.94 bc 25.08 c 29.46 d 28.98 d 
  (0.36)   (0.29)  (0.98)  (1.63)  (0.69)    (0.25)  (0.42)  (0.75)  (1.30)  (0.84)  
Standard deviation of the mean (SD), different letters in the same row indicate significant difference at P < 0.05. 
(n = 6) 
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Table 6.   
Mineral compositions and cadmium contents of the Japanese oysters 
Growing area Miyazaki    Miyagi 
Harvest Nov-  Dec- Jan- Feb-  Mar-  Nov- Dec- Jan-  Feb- Mar-   
(Month-Year) 06  06 07 07  07  06 06 07  07 07   
Ca (mg/g Dry Matter) 7.73d 6.55c 6.09c 4.17b 2.73a   5.27 bc 5.54bc 5.34b 4.48b 2.60a 
  (0.53)  (0.76)  (0.37)  (1.03)  (0.29)    (0.49)  (0.39)  (1.33)  (0.47)  (0.39)  
Mg (mg/g Dry Matter) 9.26c 12.15d 8.80c 6.25b 5.84ab 5.49 a 5.78ab 6.34b 7.09bc 6.39b 
  (1.97)  (2.49)  (0.53)  (0.46)  (0.31)    (0.29)  (0.90)  (0.40)  (1.59)  (0.30)  
Na (mg/g Dry Matter) 69.4b 65.5ab 83.5b 70.4b 83.5b   55.0ab 46.8a 63.3ab 76.9b 68.5b 
  (8.1)  (7.3)  (4.3)  (10.4)  (23.9)    (14.3)  (2.8)  (10.6)  (32.5)  (6.2)  
K (mg/g Dry Matter) 18.9a 19.0a 18.3a 18.3a 18.5a   19.5ab 19.0ab 19.2ab 20.8b 20.0ab 
  (0.7)  (1.2)  (0.3)  (0.5)  (0.3)    (0.4)  (0.3)  (0.8)  (2.2)  (1.4)  
Cu (µg/g Dry Matter) 221ab 233c 249cd 218ab 201a   225ab 306e 231bc 283de 236c 
  (5)  (18)  (12)  (6)  (13)    (14)  (35)  (11)  (33)  (15)  
Fe (µg/g Dry Matter) 239a 258a 373c 272a 322b   228a 228a 235a 239a 220a 
  (25)  (27)  (10)  (10)  (32)    (3)  (15)  (12)  (16)  (25)  
Zn (µg/g Dry Matter) 565b 536ab 598b 572b 577b   511a 545ab 527ab 561b 529ab 
  (35)  (62)  (21)  (3)  (32)    (31)  (18)  (30)  (21)  (39)  
Cd (µg/g Dry Matter) 2.84 bc 3.14 c 3.53 d 2.50 ab 2.35 a   4.33 e 5.02 f 5.96 g 4.86 f 4.80 f 
  (0.32)  (0.35)  (0.12)  (0.17)  (0.22)    (0.11)  (0.13)  (0.52)  (0.17)  (0.08)  
P (mg/g Dry Matter) 15.3   14.9   13.6   15.6   14.2     12.6   13.5   11.3   15.2   12.8   
  (3.6)  (2.5)  (1.6)  (2.6)  (3.8)    (1.6)  (0.5)  (3.5)  (2.1)  (3.1)  
Standard deviation of the mean (SD), different letters in the same row indicate significant difference at P < 0.05.  
(n =6) 
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(A) Oysters harvested in Miyazaki 
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(B) Oysters harvested in Miyagi 
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Figure 3.     
Relationship between glycogen and lipid contents of the Japanese oysters in Miyazaki(A) and Miyagi(B). 
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(A) Oysters harvested in Miyazaki 
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(B) Oysters harvested in Miyagi 
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Figure 4.    
Relationship between glycogen and glucose contents of the Japanese oysters in Miyazaki(A) and Miyagi(B). 
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(A) Sodium 
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(B) Pottassium 
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Figure 5.     
Relationship between mean sodium(A) and potassium(B) contents of the Japanese oysters and seawater. 
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Table 7.   
Free amino acid contents of the Japanese oysters (mg/100g in dry matter)  
Growing area     Miyaza            Miyagi      
Harvest Nov-   Dec-   Jan-   Feb-   Mar-     Nov-   Dec-   Jan-   Feb-   Mar-   
(Month-Year) 06   06   07   07   07     06   06   07   07   07   
o-Phosphoserine 48.8 a 56.8 ab 98.5 c 139 d 47.9 a   67.4 b 48.0 a 64.2 b 123 d 87.3 c 
  (1.8)  (2.8)  (4.9)  (4)  (1.4)    (2.4)  (1.7)  (2.2)  (1)  (2.2)  
Taurine 2840 b 3230 c 2210 a 2370 a 3070 c   2660 b 2960 bc 2690 b 2350 a 2180 a 
  (60)  (60)  (20)  (40)  (60)    (100)  (30)  (20)  (10)  (30)  
Aspartic acid 47.6 b 40.1 a 55.2 c 61.2 d 71.5 e   123 f 149 f 146 f 279 g 186 f 
  (1.3)  (1.0)  (0.4)  (1.3)  (1.3)    (4)  (3)  (20)  (1)  (3)  
Thereonine 17.5 a 14.1 a 19.9 a 41.9 b 37.6 b   60.7 c 30.1 b 35.8 b 102 d 82.9 c 
  (0.4)  (0.4)  (0.1)  (1.1)  (0.7)    (2.0)  (0.4)  (20.7)  (1)  (1.5)  
Serine 11.7 a 7.6 a 17.0 a 40.6 b 30.9 b   83.0 c 81.4 c 73.5 c 168 e 143 d 
  (0.4)  (0.2)  (0.1)  (0.8)  (0.6)    (2.2)  (1.5)  (8.3)  (1)  (2)  
Glutamic acid 298 b 250 a 232 a 359 c 297 b   439 cd 436 cd 413 c 490 d 451 d 
  (8)  (6)  (1)  (8)  (7)    (14)  (7)  (19)  (2)  (9)  
Glutamine N.D.  N.D. N.D. N.D.  85.5 a   N.D. N.D. N.D.  266 c 175 b 
     (2.7)      (7)  (5)  
α-Aminoadipic acid 6.50 ab 7.68 b 5.05 a 6.35 a 5.00 a   8.43 b 4.20 a 5.45 a 6.65 ab N.D.  
  (0.21)  (0.81)  (0.00)  (0.00)  (0.00)    (0.28)  (0.00)  (2.64)  (0.10)    
Glycine 267 b 262 b 155 a 269 b 219 b   368 c 345 c 313 c 547 d 489 d 
  (7)  (6)  (1)  (6)  (3)    (11)  (7)  (49)  (2)  (8)  
Alanine 236 b 234 b 180 a 234 b 216 b   427 d 321 c 296 c 332 c 329 c 
  (7)  (6)  (1)  (5)  (3)    (12)  (6)  (112)  (1)  (5)  
Citrulline 2.83   1.85   1.85   1.60   0.00     2.47   3.23   2.30   2.52   2.37   
  (0.00)  (0.30)  (0.00)  (0.00)  (0.00)    (0.34)  (0.03)  (0.05)  (0.08)  (0.90)  
α-Amino-n-butyric acid N.D.  N.D. N.D.  0.00 a 1.55 a   4.07 ab 1.78 a 2.23 a 4.83 b 4.13 ab 
     (0.12)  (0.10)    (0.25)  (0.03)  (1.58)  (0.08)  (0.11)  
Valine 11.0 a 10.9 a 12.8 a 32.7 c 19.8 b   19.7 b 11.3 a 12.6 a 57.3 d 37.7 c 
  (0.4)  (0.1)  (0.1)  (0.7)  (0.4)    (1.3)  (0.2)  (5.3)  (0.3)  (0.6)  
Cysteine N.D.  N.D. N.D. N.D.  3.05 b   0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a 
     (0.18)    (0.00)  (0.00)  (0.00)  (0.00)  (0.00)  
Cystathionine 0.00 a 1.80 a 2.10 a 2.15 a 2.68 a   2.08 a 2.15 a 2.13 a 3.73 b 3.32 a 
  (0.00)  (0.00)  (0.00)  (0.00)  (0.08)    (0.33)  (0.00)  (0.11)  (0.10)  (0.10)  
Isoleucine 6.65 a 7.63 a 8.40 a 21.9 a 15.2 a   16.8 a 9.6 a 11.2 a 42.4 c 30.2 b 
  (0.33)  (1.37)  (1.52)  (1.8)  (0.2)    (0.1)  (1.5)  (5.2)  (0.1)  (0.6)  
Leucine 9.38 a 10.6 a 12.3 a 30.6 b 20.9b   27.9 b 17.1 ab 19.0 ab 72.9 d 50.1 c 
  (0.28)  (0.8)  (0.9)  (1.0)  (0.3)    (0.5)  (0.6)  (7.8)  (0.3)  (0.7)  
Tyrosine 11.2 a 11.8 a 13.9 a 27.9 b 18.0 ab 25.7 b 14.9 a 16.7 ab 51.3 d 38.4 c 
  (0.1)  (0.1)  (0.2)  (0.6)  (0.2)    (0.9)  (0.2)  (8.1)  (0.2)  (0.4)  
β-Alanine 20.5 a 14.6 a 8.08 a 21.9 a 19.2 a   80.4 bc 61.9 b 71.6 bc 109.0 c 105.0 c 
  (0.6)  (0.8)  (0.60)  (0.6)  (0.6)    (2.6)  (0.9)  (6.5)  (1.0)  (2.0)  
Phenylalanine 7.57 a 6.83 a 8.20 a 17.3 b 11.1 ab 13.0 ab 8.72 a 9.52 a 39.0 d 26.6 c 
  (0.20)  (0.86)  (0.26)  (0.5)  (0.4)    (0.4)  (0.08)  (2.93)  (0.3)  (0.4)  
γ-Aminobutyric acid N.D.  1.80 a N.D. N.D.  N.D.    7.65 ab 4.40 a 5.02 ab 7.98 b 13.20 c 
    (0.07)       (0.18)  (0.13)  (2.15)  (0.12)  (0.30)  
Ethanolamine N.D.  N.D. N.D. N.D.  N.D.    N.D. N.D. N.D.  9.30   8.73   
           (0.00)  (0.39)  
Ornithine 4.77 a 5.20a 5.58 a 5.53 a 7.07 a   13.0 b 14.9 b 12.7 ab 23.9 c 19.2 b 
  (0.15)  (0.09)  (0.06)  (0.21)  (0.10)    (0.5)  (0.3)  (0.3)  (0.0)  (0.3)  
Histidine 8.13 a 6.72 a 3.97 a 6.95 a 13.5 b   20.2 c 7.25 a 9.67 ab 31.0 d 15.6 b 
  (0.23)  (0.12)  (0.03)  (0.18)  (0.4)    (1.0)  (0.20)  (8.56)  (0.2)  (0.5)  
Lysine 13.7 a 15.8 a 23.8 b 49.1 c 26.8 b   42.9 c 32.7 bc 31.2 bc 98.0 d 43.0 c 
  (0.4)  (0.5)  (0.1)  (1.6)  (0.5)    (2.2)  (0.7)  (9.5)  (0.1)  (0.6)  
Tryptophan 13.5 a 18.3 b 16.1 b 17.1 b 12.0 a   N.D. N.D. N.D.  N.D. N.D.  
  (0.4)  (0.7)  (0.7)  (0.4)  (0.9)       
Arginine 88.6 a 101 ab 99.8 ab 108 ab 91.9 a   104 ab 80.0 a 83.9 a 153 c 131 b 
  (2.0)  (3)  (0.6)  (2)  (1.7)    (3)  (1.4)  (17.2)  (1)  (2)  
Proline 82.9 b 34.6 a 29.2 a 196 d 135 c   410 ef 378 e 337 e 461 f 436 f 
  (6.0)  (4.0)  (3.5)  (10)  (3)    (11)  (4)  (57)  (5)  (12)  
Total 4060a 4350ab 3220a 4060a 4500ab 5030b 5020b 4660ab 5830c 5090b 
Standard deviation of the mean (SD), different letters in the same row indicate significant difference at P < 0.05. (n = 3) 
N.D.; not detected. 
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Table 8.   
Total amino acid contents of the Japanese oysters (mg/100g in dry matter) 
Growing area      Miyazaki            Miyagi      
Harvest Nov-   Dec-   Jan-   Feb-   Mar-     Nov-   Dec-   Jan-   Feb-   Mar-   
(Month-Year) 06   06   07   07   07     06   06   07   07   07   
Taurine 4240 b 5020 c 4730 bc 4610 bc 4670 bc 3490 a 3800 ab 4080 b 4260 b 3920 ab 
  (280)   (330)  (230)  (300)  (410)    (300)  (290)  (380)  (100)  (320)  
Aspartic acid 3820   3910   3650   3250   3550     3120   3230   3790   4160   3470   
  (350)   (400)  (360)  (380)  (590)    (280)  (310)  (360)  (250)  (250)  
Thereonine 1640   1580   1550   1370   1470     1360   1380   1580   1770   1470   
  (230)   (160)  (130)  (150)  (250)    (150)  (150)  (140)  (130)  (130)  
Serine 1600 ab 1630 ab 1570 ab 1370 a 1480 a   1370 a 1420 a 1610 ab 1780 b 1490 a 
  (140)   (140)  (150)  (140)  (230)    (110)  (150)  (150)  (100)  (120)  
Glutamic acid 5530   5660   5170   4760   5200     4530   4590   5190   6000   5040   
  (580)   (620)  (500)  (530)  (830)    (450)  (450)  (500)  (340)  (430)  
Glycine 2610 ab 2680 ab 2520 a 2250 a 2400 a   2140 a 2220 a 2490 a 2920 b 2430 a 
  (240)   (300)  (220)  (140)  (410)    (220)  (230)  (230)  (90)  (190)  
Alanine 1740   1760   1620   1440   1550     1680   1570   1680   1870   1620   
  (180)   (180)  (150)  (130)  (240)    (180)  (150)  (160)  (90)  (140)  
Citrulline 55   95   105   51   61     77   85   97   68   63   
  (38)   (34)  (23)  (46)  (53)    (21)  (27)  (32)  (53)  (28)  
Valine 1580   1580   1560   1360   1450     1360   1380   1620   1720   1500   
  (140)   (180)  (150)  (160)  (260)    (120)  (140)  (160)  (90)  (150)  
Methionine 421   540   370   427   659     425   456   539   669   589   
  (132)   (143)  (125)  (95)  (176)    (123)  (58)  (186)  (214)  (51)  
Isoleucine 1540   1560   1500   1250   1320     1280   1300   1550   1550   1350   
  (160)   (200)  (200)  (150)  (260)    (140)  (150)  (200)  (100)  (140)  
Leucine 2490   2540   2360   2030   2200     2010   2040   2370   2490   2130   
  (270)   (290)  (260)  (250)  (400)    (200)  (210)  (250)  (160)  (210)  
Tyrosine 620   598   351   398   757     677   585   676   974   683   
  (461)   (283)  (111)  (228)  (509)    (110)  (124)  (196)  (364)  (184)  
Phenylalanine 1300   1340   1300   1120  1220     1140   1160   1360   1460   1260   
  (100)   (160)  (140)  (150)  (240)    (100)  (110)  (140)  (90)  (120)  
Triptophan 385   390   375   313   330     320   325   388   388   338   
  (42)   (55)  (60)  (42)  (72)    (61)  (96)  (32)  (23)  (55)  
Histidine 760 b 820 b 694 b 683 b 721 b   547 a 573 ab 662 ab 696 b 617 ab 
  (57)   (98)  (41)  (109)  (132)    (60)  (71)  (74)  (40)  (64)  
Lysine 2430   2530   2190   1990   2100     1900   1960   2270   2350   2000   
  (230)   (300)  (210)  (290)  (390)    (220)  (250)  (250)  (150)  (230)  
Arginine 2300   2350   2160   1860   2130     1850   1760   2110   2330   1920   
  (270)   (290)  (230)  (240)  (400)    (170)  (160)  (190)  (210)  (130)  
Proline 1600 ab 1370 a 1390 a 1350 a 1520 ab 1420 a 1450 a 1740 ab 2310 c 1910 bc 
  (300)   (230)  (250)  (130)  (340)    (340)  (210)  (280)  (100)  (150)  
Total 36700 ab 38000 b 35200 ab 31900 a 34800 ab 30700 a 31300 a 35800 ab 39800 b 33800 a 
Standard deviation of the mean (SD), different letters in the same row indicate significant difference at P < 0.05. 
(n = 3) 
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(A) Miyazaki (Free amino acid)            (B) Miyagi (Free amino acid) 
 
 
(C) Miyazaki (Total amino acid)            (D) Miyagi (Total amino acid) 
Figure 6.     
Main amino acid composition of the Japanese oysters. 
 
(A) (B): Prominent free amino acid composition of oyster. 
(C) (D): Prominent total amino acid composition of oyster. 
Tau: Taurine, Asp: Aspartic acid, Glu: Glutamic acid, Gly: Glycine, Ala: Alanine, Leu: Leucine, Lys: Lysine,  
Arg: Arginine, Pro: Proline. 
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Figure 7. 
Extraction rate of each amino acids. 
Asterisk indicates significant difference in the rate between the Japanese oysters in Miyazaki and Miyagi. (P<0.05) 
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(A) Oysters harvested in Miyazaki 
y = -5.1x + 705.7
R2 = 0.727
y = -2.3x + 438.3
R2 = 0.671
100
120
140
160
180
200
220
240
260
280
300
80 85 90 95 100 105
Salt content of oyster (mg/g Dry matter)
Fr
ee
 a
m
in
o 
ac
id
 c
on
te
nt
(m
g/
10
0g
 D
ry
 m
at
te
r)
Glycine Alanine
 
  
(B) Oysters harvested in Miyagi 
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Figure 8.     
Relationship between mean salt contents of the Japanese oysters and free amino acid contents. 
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Figure 9.  
Average of prominants amino-acid scores of the Japanese oysters. 
 
Ile: Isoleucine, Leu: Leucine, Lys: Lysine, SAA: Sulfur amino acid, AAA: Aromatic amino acid, Thr: Threonine, 
Trp: Triptophan, Val: Valine, His: Histidine.    
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Table 9.    
Fatty acid composition of the Japanes oysters (% w/w) 
Growing area     Miyazaki             Miyagi        
Harvest Nov-   Dec-   Jan-   Feb-   Mar-    Nov-   Dec-   Jan-   Feb-   Mar-   
(Month-Year) 06  06 07 07  07  06 06 07  07 07   
 14:0 3.91 ab 4.47 b 3.03 a 4.53b 4.29 ab 5.40 bc 5.78 c 5.92 c 5.34 bc 5.68 c 
  (0.72)  (0.14)  (0.48)   (0.54)  (0.17)    (0.20)  (0.13)   (0.18)  (0.51)   (0.18)   
 15:0 iso 1.28 ab 1.49 b 2.43 c 1.99 bc 1.84 bc 0.90 ab 0.82 a 1.24 ab 1.19 ab 1.56 b 
  (0.28)  (0.09)  (0.55)   (0.09)  (0.23)    (0.17)  (0.24)   (0.01)  (0.26)   (0.14)   
 15:0 0.79  0.93  1.32   0.93  1.03    1.08  1.39   1.54  1.04  1.33   
  (0.10)  (0.06)  (0.15)   (0.02)  (0.15)    (0.12)  (0.33)   (0.04)  (0.14)   (0.23)   
 16:0 iso 0.19 a 0.00 a 0.61 c 0.03 a 0.18 a   0.33 ab 0.55 bc 0.48 abc 0.26 a 0.41 ab 
  (0.18)  (0.01)  (0.13)   (0.05)  (0.24)    (0.12)  (0.07)   (0.08)  (0.02)   (0.01)   
 16:0 22.5 b 22.3 ab 20.4 a 20.7 ab 20.6 ab 24.9 c 23.3 bc 22.6 bc 22.5 b 21.1 ab 
  (0.4)  (0.9)  (0.4)   (0.7)  (0.8)    (1.2)  (0.5)   (0.9)  (0.5)   (0.4)   
 17:0 iso 0.93 a 1.20 ab 1.54 b 0.64 a 0.83 a   0.68 a 0.69 a 0.76 a 1.14 ab 0.66 a 
  (0.24)  (0.06)  (0.08)   (0.06)  (0.38)    (0.09)  (0.09)   (0.08)  (0.11)   (0.02)   
 17:0 anteiso 0.79 b 1.00 b 0.00 a 1.46 c 1.57 c   0.43 ab 0.45 b 1.03 b 1.43 c 1.12 b 
  (0.44)  (0.02)  (0.00)   (0.13)  (0.09)    (0.21)  (0.01)   (0.09)  (0.13)   (0.02)   
 17:0 2.37 a 1.87 a 4.76 b 3.08 a 2.95 a   2.51 a 2.41 a 2.74 a 2.06 a 2.23 a 
  (0.24)  (0.29)  (0.29)   (0.13)  (0.35)    (0.49)  (0.07)   (0.37)  (0.02)   (0.10)   
 18:0 iso 5.26 c 5.28 c 4.02 b 2.44 a 2.50 a   3.29 ab 3.12 ab 2.43 a 2.28 a 2.37 a 
  (0.29)  (0.24)  (0.70)   (0.41)  (0.33)    (0.31)  (0.17)   (0.41)  (0.11)   (0.14)   
 18:0 4.93 b 5.05 b 4.29 a 5.18 b 5.37 b   4.63 ab 5.21 b 5.50 b 4.99 b 4.40 a 
  (0.13)  (0.04)  (0.28)   (0.40)  (0.64)    (0.22)  (0.05)   (0.29)  (0.10)   (0.26)   
 20:0 0.02 a 0.02 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a   0.07 b 0.07 b 0.07 b 0.08 b 0.07 b 
  (0.01)  (0.01)  (0.00)   (0.00)  (0.00)    (0.01)  (0.01)   (0.01)  (0.02)   (0.02)   
Others 0.21  0.02  0.61   0.03  0.18    0.40  0.62   0.55  0.34   0.48   
ΣSaturated 43.0  43.6  42.4   41.0  41.2    44.2  43.8   44.3  42.3  40.9   
  (0.5)  (0.6)  (0.8)   (0.3)  (0.3)    (0.6)  (0.8)   (1.3)  (1.0)   (0.8)   
16:1n-7 2.93 ab 3.33 ab 1.51 a 3.33 ab 3.87 b   4.36 b 4.85 b 4.14 b 4.04 b 4.43 b 
  (0.34)  (0.08)  (0.20)   (0.75)  (1.58)    (0.61)  (0.41)   (0.16)  (0.08)   (0.16)   
16:1n-5 0.00 a 0.00 a 0.58 c 0.07 a 0.07 a   0.34 b 0.34 b 0.35 b 0.34 b 0.39 b 
  (0.00)  (0.00)  (0.08)   (0.12)  (0.12)    (0.05)  (0.03)   (0.05)  (0.04)   (0.04)   
17:1n-8 0.11 ab 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.01 a   0.26 bc 0.31 c 0.41 c 0.29 bc 0.35 c 
  (0.11)  (0.00)  (0.00)   (0.00)  (0.01)    (0.09)  (0.08)   (0.04)  (0.01)   (0.01)   
18:1n-9 1.35 a 2.34 a 6.07 b 5.74 b 5.77 b   1.42 a 2.05 a 1.85 a 1.36 a 1.28 a 
  (1.02)  (0.02)  (0.21)   (0.57)  (0.52)    (0.08)  (0.45)   (0.03)  (0.25)   (0.09)   
18:1n-7 5.99 ab 5.52 ab 7.06 b 5.76 ab 5.32 a   9.54 c 9.06 c 10.0 c 10.4 c 11.0 c 
  (0.17)  (0.44)  (0.68)   (0.52)  (0.35)    (0.55)  (0.81)   (0.6)  (0.6)   (0.8)   
20:1n-11 2.27  2.06  1.92   1.89  2.10    2.08  1.84   1.86  1.95  1.99   
  (0.08)  (0.13)  (0.49)   (0.19)  (0.25)    (0.06)  (0.31)   (0.39)  (0.27)   (0.05)   
20:1n-9 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a 0.00 a   0.22 b 0.15 b 0.17 b 0.17 b 0.19 b 
  (0.00)  (0.01)  (0.00)   (0.00)  (0.00)    (0.02)  (0.06)   (0.05)  (0.05)   (0.04)   
Standard deviation of the mean(SD), different letters indicate significant difference at P < 0.05. (n = 3) (→Contenued) 
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(→Contenued) 
20:1n-7 2.18  2.28  2.04  2.73  2.80    2.39  2.43  2.46  2.77  2.82  
  (0.21)  (0.11)  (0.24)  (0.12)  (0.18)    (0.08)  (0.38)  (0.10)  (0.17)  (0.08)  
Others 0.11  0.00  0.58  0.07  0.07    0.82  0.80  0.93  0.80  0.93  
ΣMonoenoic 14.8 a 15.5 a 19.2 b 19.5 b 19.9 b   20.6 b 21.0 b 21.3 b 21.3 b 22.4 b 
  (1.0)  (0.4)  (1.0)  (1.1)  (1.5)    (0.9)  (1.2)  (0.7)  (0.8)  (0.6)  
16:2n-7 0.13 ab 0.17 b 0.00 a 0.00 a 0.00 a   0.22 b 0.22 b 0.22 b 0.22 b 0.22 b 
  (0.11)  (0.05)  (0.01)  (0.00)  (0.00)    (0.02)  (0.01)  (0.02)  (0.02)  (0.01)  
16:2n-4 0.19  0.34  0.05  0.01  0.01    0.31  0.30  0.30  0.31  0.30  
  (0.19)  (0.10)  (0.03)  (0.02)  (0.01)    (0.11)  (0.11)  (0.11)  (0.11)  (0.11)  
18:2n-6 0.73  0.72  0.84  0.67  0.63    0.75  0.98  0.81  0.99  1.03  
  (0.12)  (0.12)  (0.08)  (0.21)  (0.19)    (0.07)  (0.21)  (0.06)  (0.03)  (0.10)  
18:3n-3 1.70 d 1.87 d 2.18 d 2.29 d 2.17 d   0.42 a 0.45 ab 0.29 a 0.66 bc 0.77 c 
  (0.08)  (0.13)  (0.18)  (0.40)  (0.62)    (0.10)  (0.08)  (0.00)  (0.04)  (0.12)  
18:4n-3 1.29  1.40  1.34  1.37  1.03    0.76  1.22  0.62  1.51  1.52  
  (0.03)  (0.14)  (0.16)  (0.18)  (0.77)    (0.06)  (0.07)  (0.11)  (0.03)  (0.11)  
19:3n-6 0.07 ab 0.00 a 1.34 c 0.53 b 0.30 ab 0.52 b 0.59 b 0.62 b 0.50 b 0.50 b 
  (0.11)  (0.00)  (0.42)  (0.20)  (0.31)    (0.02)  (0.12)  (0.11)  (0.01)  (0.03)  
20:2NMID 1.65 ab 2.60 b 2.37 b 2.25 ab 2.49 b   0.80 a 0.79 a 0.69 a 0.76 a 0.78 a 
(5,11) (0.99)  (0.19)  (0.08)  (0.48)  (0.42)    (0.02)  (0.01)  (0.09)  (0.01)  (0.02)  
20:4n-6 2.17 e 2.46 e 1.58 de 2.25 e 2.00 de 0.55 b 0.84 c 0.26 a 0.87 cd 0.64 bc 
  (0.24)  (0.04)  (0.20)  (0.49)  (0.76)    (0.03)  (0.09)  (0.06)  (0.01)  (0.04)  
20:5n-3 12.4  12.8  11.8  12.3  12.5    14.8  14.2  14.2  13.8  14.2  
  (0.4)  (1.1)  (1.2)  (0.4)  (0.8)    (1.0)  (0.3)  (2.8)  (0.8)  (0.0)  
22:2n-6 0.31 a 0.00a 0.00 a 0.00 a 0.00 a   3.64 c 2.88 bc 2.34 b 2.31 b 2.13 b 
  (0.30)  (0.01)  (0.00)  (0.00)  (0.00)    (0.62)  (0.53)  (0.30)  (0.15)  (0.12)  
22:5n-6 0.27  0.00  0.00  0.09  0.09    0.43  0.31  0.41  0.31  0.28  
  (0.23)  (0.00)  (0.00)  (0.08)  (0.08)    (0.05)  (0.14)  (0.09)  (0.01)  (0.02)  
22:5n-3 3.85 cd 4.21 d 3.75 cd 3.33 c 3.25 c   2.41 b 2.14 b 2.09 b 2.04 ab 1.61 a 
  (0.34)  (0.02)  (0.40)  (0.14)  (0.25)    (0.09)  (0.11)  (0.06)  (0.19)  (0.10)  
22:6n-3 17.5 b 14.2 b 13.1 b 14.4 b 14.5 b   9.55 a 10.2 ab 11.6 ab 12.0 ab 12.7 b 
  (1.8)  (0.3)  (0.9)  (0.4)  (0.5)    (1.37)  (1.4)  (0.4)  (0.6)  (1.2)  
Others 1.3  1.2  0.9  0.8  0.7    1.71  1.8  1.7  1.8  1.8  
Σpolyenoic 42.2 b 40.8 ab 38.4 a 39.5 ab 38.9 ab 35.2 a 35.2 a 34.5 a 36.3 a 36.7 a 
  (3.5)  (1.1)  (1.8)  (1.5)  (2.4)    (1.9)  (1.6)  (2.1)  (1.1)  (1.1)  
Standard deviation of the mean(SD), different letters indicate significant difference at P < 0.05. (n = 3)     
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(A) Seasonal variation of prominant fatty acids percentages of the Japanese oysters  
b ab
a ab  ab
ab ab  b
  b
c
b  b
c
bc  bc  b
 ab
 b
 a ab
0
5
10
15
20
25
30
Nov-06 Dec-06 Jan-07 Feb-07 Mar-07
Harvest (Month-Year)
Pe
rc
en
t o
f t
ot
al
 (%
)
16 (Miyazaki) 20:5n-3 (Miyazaki) 22:6n-3 (Miyazaki)
16 (Miyagi) 20:5n-3 (Miyagi) 22:6n-3 (Miyagi)
 
(B) Seasonal variation of SFA, MFA and PUFA percentages of the Japanese oysters  
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Figure 10.  
Seasonal variations of fatty acids percentages of the oysters. 
Different letters indicates significant difference at P<0.05. (n = 3) 
Asterisk indicates significant difference between Miyazaki and Miyagi at P < 0.05. (n = 3) 
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第 2 章  重金属毒性評価における腸管吸収模倣の重要性について  
 
2-1  序分  
CODEX 委員会はマガキのような海産無脊椎動物の輸出入や出荷時における
重金属含量の規制を設けている。この規制は重金属総量によるものであるが、
食品中に含まれる元素が 100%生体へ吸収されることはない。ヒトにおける消
化吸収のメカニズムは Dea n et a l . (2007)の報告にあるように、咀嚼といった物
理的要因、消化酵素といった化学的要因と膜透過といった生物学的要因が複雑
に絡み合うことによって成立することが知られている。そのため、in v it ro にお
いて生体利用可能な重金属量を知るために、酸による抽出物や、超遠心処理に
よる低分子画分中 (10 ,000Da 前後 )の含量測定による報告や、これら抽出物を細
胞系に用いた in  v ivo の試験から吸収量や毒性を求めている例が多い (Cà mera et  
al . ,  2007;  Via del e t al . ,  2006; Wienk, 1999; Bragiga nd et a l . ,  2004)。  
カドミウムや銅の生体への吸収メカニズムとして、遊離状態で DMT1, Ctr1,  
Ctr3 といったトランスポーターによる吸収の他に、金属結合性タンパク質とし
て小腸表皮細胞膜を透過し、低分子のペプチド形態で腸管吸収される (Marte lli  
et al . ,  2006; Tenna nt et  al . ,  2002)ことが知られている。このペプチドの吸収に関
する報告として、Ekmekcioglu.(2002)は腸管細胞 Caco-2 の吸収能を分子量から
調べ、 10,000Da 以下で主に吸収され、大きくても 30 ,000~50,000Da が上限であ
るとしている。このように重金属は遊離状態とタンパク質に結合した状態で生
体内に吸収されることがわかる。  
そこで、既存の報告には次のような問題点が挙げられる。酸抽出によって消
化過程における pH 変動を行うだけでは、タンパク質の変性などは生じるが、
消化酵素による加水分解が生じないため、生体利用可能な低分子タンパク質の
量が少ない、すなわち金属結合性タンパク質の量も少なくなる。また、加水分
解によるポリペプチドの開裂によって、重金属の遊離割合も上昇すると考えら
れる。次に透析や超遠心法による 10 ,000Da 以下の低分子に限って着目する例で
は、膜吸収される 10,000~50,000Da の範囲を無視していることとなる。  
そこで、本研究ではマガキに高濃度に含まれる銅･亜鉛・カドミウムを対象に、
消化模倣及び細胞毒性試験を行った。第 1 節に消化酵素による加水分解を行い、
ゲルろ過カラムクロマトグラフィーによる分子量分画、及び Lowry 法と原子吸
光法を用いて、タンパク質とミネラルの溶出量および分布挙動を調べた。第 2
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節に分子量分画したものを腸管細胞 Ca co-2 に投与し、毒性の差を求めることで、
生体利用可能な重金属の毒性を調べた。これらの結果から、本研究では、「食品
中に含まれる重金属の毒性評価には、消化模倣・膜透過性といった腸管吸収模
倣が重要である」ということを明らかにすることを目的とした。  
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第 1 節 消化酵素による溶出タンパク質・金属の変動  
 
2-2 抽出効率及び溶出タンパク質量測定方法の検討  
生体が利用できる成分を食品から抽出する方法として、簡易的な消化模倣と
して塩酸による酸抽出後、アルカリを加えることで中性に戻すといった多くの
報告が存在する。食品から抽出試料を調製する際、試料に対し何倍量の溶液で
抽出するかが重要となるが、定まった基準はなく、文献によって 10 倍量から
100 倍量換算が主流となっている。可溶性タンパク質及び重金属を調製する際、
Via del el  al . (2006)の大豆を用いた報告では、 10 倍量の Mill i-Q 水を用いて抽出
を行った。また、生体利用可能なミネラル類の摂取量を知るために学校給食か
ら抽出した例では、 50 倍量の pH2.0 塩酸を用いて抽出を行っている (Cà mara e t  
al . ,  2007)。カキの抽出例では、 20 倍量の Tris-buffer  (pH8.6)を用いて抽出を行
っている (Bra giga nd et  a l . ,  2004)。このように、試料や抽出溶液によって抽出液
量が大きく異なることから、一定量の試料に対してどれくらいの容量で抽出す
るべきかを定める必要があるため、抽出量の選定試験を行った。また今後簡易
的に試料溶液を分析する上で吸光度法は非常に迅速かつ簡便に行えるのだが、
試料由来及び消化模倣過程に加える共存物質・拮抗物質の存在が考えられるた
め、吸光度法の信頼性・正確性を知る必要がある。そこで、窒素測定法に基づ
く Kjelda hl 法によって各抽出液中に含まれるタンパク質濃度を求め、吸光度法
との相関性を調べ、タンパク質量測定方法の選定を行った。  
 
2-2-1 実験方法  
2-2-1-1 試料の調製  
真空凍結乾燥した粉末試料 100mg に対し、pH2.0 塩酸 (和光純薬 )を 5, 25,  37.5 ,  
50,  62.5,  100ml 加え、インキュベーター (東京理科 ,  UNITHERMO SHAKER  
NTS-3000)を用いて 100rpm, 37℃で 2 時間攪拌した。これらを１N 水酸化ナトリ
ウム (Sigma)で pH7.0 に調整後、 1400g, 10min,  4℃で遠心した。抽出液上清を抽
出試料溶液とした。抽出溶液中の溶出タンパク質濃度をタンパク質の定量法で
ある Biuret 法・ Lowry 法・Bio-Ra d Protein Assa y Kit(Coomass ie Bri ll ia nt Blue 法
に基づく )を用いてタンパク質量を測定し、Kjelda hl 法を用いて求めたタンパク
質量と比較した。  
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2-2-1-2 Kjelda hl 法による溶出タンパク質量の測定 (AOAC, 1995) 
第 1 章 (1-3-3-2 項 )と同様に、抽出試料溶液中のタンパク質量を求めた。  
 
2-2-1-3 Biuret 法による溶出タンパク質量の測定 (Gornall ,  1949) 
硫酸銅五水和物 (国産化学 )  0.15g と酒石酸ナトリウム・カリウム (国産化学 )  
0.6g を蒸留水 50 ml に溶かした (A 溶液とする )。10% 水酸化ナトリウム 30ml と
ヨウ化カリウム (和光純薬 )  0.1g を A 溶液に加え 100ml に定容した (B 溶液とす
る )。標準タンパク質として Bovine Serum Albumin(BSA, Sigma)を用いた。試料
抽出物 200µl に B 溶液 1 ml を加え 25℃で 20 分間反応させた後、 540nm で吸光
度を測定した。標品から求めた検量線から溶出タンパク質量を求めた。  
 
2-2-1-4 Lowry 法による溶出タンパク質量の測定 (Lowry, 1951) 
硫酸銅五水和物 0.1g とクエン酸三ナトリウム (和光純薬 )  0 .2g を蒸留水 20ml
に溶かした (A 溶液とする )。炭酸ナトリウム (和光純薬 )  5g と水酸化ナトリウム
約 1g を蒸留水 250 ml に溶かした (B 溶液とする )。2N Folin-Ciocal tea u (Sigma)と
蒸留水を当量混和した (C 溶液とする )。タンパク質標品として BSA を用いた。
蒸留水で 1mg/ ml になるよう調製した抽出物 200µl に A 溶液と B 溶液を 1:50 で
混和したものを 1ml 加え、25℃で 5 分間攪拌した。その後 C 溶液 100µl を加え、
25℃で 20 分間反応させた。紫外可視分光光度計 (日本分光 ,  V-530)を用いて、標
品である BSA 溶液で上記作業を行い、600-750nm の範囲でスペクトル解析して
最大吸収波長を求めた (734nm が得られた )。混和し、反応させた試料溶液を
734nm で吸光度を測定後、BSA 標品から求めた検量線を用いて溶出タンパク質
量を求めた。  
 
2-2-1-5 Bio-Ra d Protein Assa y Kit による溶出タンパク質量の測定  
(Bradford,  1976) 
Dye Rea gent  (Bio-Ra d, Protein Assa y Ki t)  200µl に抽出試料 800µl 添加後、 5 分
反応させた後、595nm で吸光度を測定した。タンパク質標品として BSA を用い
て、標品から求めた検量線から溶出タンパク質量を求めた。  
 
2-2-1-6 統計処理   
これらの試験は、最低 3 回以上行い、結果を平均値と標準偏差で示した。統
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計評価は ANOVA (Hochberg,  1988) で P<0.05 とした。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 46 
2-2-2 結果・考察  
Table 10,  Figure 11 に Kjelda hl法に基づく溶出タンパク質量と各吸光度法にお
ける溶出タンパク質量の関係を示す。Kjeldahl 法と各吸光度法とのタンパク質
濃度の相関は Lowry 法で R 2＝ 0.999、Bio-Ra d で R 2＝ 0.135、Biuret 法で R 2＝ 0.932
であり、 Lowry 法で最も感度よく測定できることが得られた。他の方法の問題
点について考察すると、Bio-Ra d 測定キットはキットの特性によるものである
と推測される。試料にはグリコーゲン (多数のα -D-グルコース (ブドウ糖 )分子が
グリコシド結合によって重合した高分子 )がタンパク質と 1:3の割合で含まれる。
また酸抽出によって多くの遊離アミノ酸が生じたとも考えられ、Bio-Ra d 測定
キットの妨害物質・競合物質に挙げられる高濃度のグルコースや遊離アミノ酸
が影響した結果であると考えられる。一方、Biuret 法は相関係数こそ高いもの
の、溶出タンパク質量の結果が Kjelda hl 法に比べて低く、タンパク質濃度を求
めるには不適であった。これは Biuret 法の検出限界が低いことや、タンパク質
の構造・種類によって吸光度が変動しやすいこと、銅 -タンパク錯体形成時に試
料由来の銅が阻害することが考えられた (Gornal l ,  1949)。以上の結果から、今後
の分析は最も相関が高く、定量性に優れた Lowry法に基づいて行うこととした。 
次に、試料量とタンパク質の溶出量の関係を Figure 12 に示した。乾物あたり
の重量で 2 .00mg DM sa mple/ml の時に溶出タンパク質は 55%となり十分量抽出
が行えている。また、タンパク質の溶出率は食品によって大きく異なる。貝類
として酢酸による抽出を行った Bédouet  et  al . (2001)による結果ではシロチョウ
ガイで 55%、カムチャッカアワビで 41%のタンパク質が溶出している。このこ
とから本研究の溶出率 55%は貝類に含まれるタンパク質の溶出量として、妥当
であるとし、溶出に用いる割合は本結果より 2.00mg DM sa mple/ml とした。  
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Table 10 .  
Difference of percent solub le protein depending on determina tion methods 
Method Kjelda hl  Biuret  Lowry  Bio-Ra d 
Conc.(mg/ ml)  
Solub le 
prote in %  
Solub le 
prote in %  
Solub le 
prote in %  
Solub le 
prote in % 
20.0  16.89±1.11b  12.43±  0 .40a   17 .01±0.11b  44.84±1.44f 
4 .00 21.66±0.65c  15 .04±  0 .55b  22 .57±0.44c  48 .11±0.54g 
2 .67 41.66±1.22e   16 .56±  0 .25b  40 .65±0.83e   36 .86±1.54d 
2 .00 55.65±1.13h  18.81±  0 .55bc  54 .68±1.05h  44.53±1.07f 
1 .60 53.66±1.50h  19.21±  0 .79bc  52 .84±1.20h  50.53±1.85gh 
1 .00 54.00±0.99h  18.42±  0 .86bc  53 .00±1.79h  87.32±1.72i  
Values are indicated as percenta ge (mea n±SD) of tota l protein(=100%), di ffer ent  
le tters indicate s igni f ica nt di fference a t  P < 0.05 . (n = 3)  
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Figure 11.    
Correla tion of percent  soluble protein between ea ch protein determina tion methods  
and Kjelda hl method. 
● :Solub le  protein ana lysed by Lowry method.  
■ :Solub le  protein ana lysed by Bio-Ra d Protein Assa y Kit.  
▲ :Solub le  protein ana lysed by Biuret method.  
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Figure 12 .  
Effect of sa mple/extra cted volume to prote in solubi lization.  
Different le tters over  the column indicate  signi fica nt di fference a t P<0.05 .  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 50 
2-3 消化管酵素による加水分解物の調製と分析  
体内に摂取された食物は咀嚼という物理的影響を受けた後、腸管において消
化関連の様々な酵素によって分解される。主に胃では酸性条件下において
Pepsin が作用し、腸では小腸を中心に中性から弱アルカリ性において Pa ncreat in
が作用する。酸や緩衝液による抽出とは異なり、酵素による加水分解が生じる
ことで、高分子タンパク質の低分子化 (ペプチド )がより多く生じることとなる。
これにより可溶化する量も増え、低分子化により吸収能率も上昇するものと考
えられる。Dea n et al . (2007)は、人間の消化における過程を模倣する場合、試料
(g)と 消 化 液 (ml)の 割 合 を 1:2 ~ 1:150 で あ る と し 、 消 化 液 に は 酵 素 が
1.25~10mg/ ml の濃度で含まれるとしている。そこで、本研究では Vermeir ssen e t  
al . (2003)の報告に従い、酵素：タンパク質を 1：100 で調製したものと、Dea n e t  
al . (2007)による比較的酵素の割合の高い、 1： 25 の 2 種類を調製した。これら
Pepsin・Pa ncreatin 溶液を用いて酵素処理した加水分解抽出試料と酸・アルカリ
処理抽出試料とを比較し、加水分解度・溶出タンパク質量・溶出金属量を測定
することで、加水分解の重要性を明らかにすることとした。  
 
2-3-1 実験方法  
2-3-1-1 消化管酵素による加水分解物の調製  
Vermeirssen et  al . (2003)の方法を一部改変して、試料の加水分解処理を行った。
詳細は以下の通りである。  
酵素溶液は試料タンパク質：酵素タンパク質＝ 25： 1、 100： 1 (wt/wt)になる
よう調製したものと、酸・アルカリ処理したもの (酵素を添加しない )の計 3 種
類を用意した (以後、 25:1 の割合で調製した試料を「E25」、 100:1 の割合で調製
したものを「E100」、酵素を添加していない酸・アルカリ処理したものを「Non-E」
と す る ) 。 Pepsin(Sigma ) は pH2.0 塩 酸 ( 和 光 純 薬 ) を 用 い て 調 製 し 、
Pancreatin(Sigma )は pH6.5 炭酸水素ナトリウム溶液 (和光純薬 )を用いて調製し
た。酵素溶液は、いずれも使用直前に調製した。  
2-2 項の結果より溶液と試料の割合は 2.00 mg DM sa mple/ ml とした。乾燥粉末
試料 800mgに pH2.0塩酸 380mlを加え、調製した Peps in溶液 10mlもしくは pH2.0
塩酸 10ml を加え、インキュベータ (東京理科器械、 UNITHERMO SHAKER 
NTS-3000)で振とう (100rpm)しながら 37℃で 2 時間反応させた。これを１N 水
酸化ナトリウム (Sigma)で pH7.0 に調整後、調製した Pa ncreat in 溶液 10ml もし
 51 
くは pH6.5 炭酸水素ナトリウム溶液 10ml を加え、インキュベータで 37℃ ,  3 時
間反応させた。反応後、消化酵素を失活させるために 100℃ ,  10 分の熱処理後、
アイスバスで急冷した。冷却後、一部を加水分解度測定用に真空凍結乾燥し、
粉末試料を得た。残りをろ過し、ろ液をエバポレータで濃縮後、試料濃度 8 mg 
DM/ml に調製して以後の分析に供した。  
 
2-3-1-2 熱安定性試験  
カキは加熱調理して食べられる食品でもある。また、従来消化過程において
100℃ ,  10 分の熱処理などは体内で生じない。従って、加熱操作によって、タン
パク質や金属の可溶化に影響をもたらす調べる必要性があるため、以下のよう
な実験を行った。  
真空凍結乾燥試料 800mg に蒸留水 50ml を加え、 100℃で 10 分加熱したもの
を加熱試料として、 2-3-1-1 項と同様に消化酵素による加水分解を行った。  
 
2-3-1-3 加水分解度の測定  
Pepsin 及 び Pa ncreat in に よ る 酵 素 処 理 の 有 効 性 を 比 較 す る た め 、 ο
-Phtala ldehyde:OPA) 法 に 基 づ く 、 タ ン パ ク 質 の 加 水 分 解 度 (Degree of  
Hydrolysis:DH)を測定し、酵素処理したものと、酸・アルカリ処理したものと
を比較した。また、加熱処理した試料との比較も行った。なお、ここでの加水
分解度とは試料液中の全ペプチド結合に対する開裂したペプチド結合の割合と
して Nielsen e t al . (2001)の定義に準ずる。詳細は以下の通りである。  
加水分解物粉末試料 25mg に蒸留水 10ml を加え、ミキサー (Shibata ,  Test Tub e 
Mixer  TTM-1)で 2 分間攪拌し、 1770g,  10 min,  4℃で遠心処理し、上清を試料溶
液とした。次に OPA 試薬を以下の通り調製した。四ホウ酸ナトリウム十水和物
(国産化学 )  9.525g とドデシル硫酸ナトリウム (Sigma)  250 mg を蒸留水 180 ml 溶
かした (A 溶液とする )。OPA(Sigma) 200 mg を 99.5% エタノール (国産化学 )  5ml
に溶かした (B 溶液とする )。A 溶液と B 溶液を混和後、Disul fide base(SH)基酸
化防止剤として Threa-1,  4-ジメルカプト -2,  3-ブタンジオール (DTT, 和光純薬 )  
220mg を混ぜ合わせ 250ml に定容し、OPA 試薬を調製した。この OPA 試薬 750µl  
(空試験には蒸留水を用いた )に、試料溶液 (標品としてセリン溶液 (Sigma),  空試
験には蒸留水を用いた )  100µl を加え、2 分間 30℃で攪拌後、吸光光度計を用い
て 340nm における吸光度を測定した。  
 52 
〈計算〉  
以下の通りに DH を計算した。  
(ABSt e s t  – ABSs b – ABSr b)  /  (ABSs t d  – ABSs b)  ×  0.9516 ×  0.01 /  (0.025 ×  
Protein% ×  100)･･･①  
h =  (①  －  β )  /  α  = (①－ 0 .40)  /  1.00 
DH = h /  h t o t a l×100 
ABS：吸光度  
Test：OPA 試薬＋試料溶液の吸光度  
Sb：OPA 試薬＋蒸留水の吸光度  
Rb：蒸留水＋試料溶液の吸光度  
Std：OPA 試薬＋セリン溶液の吸光度  
0.9516：文献より  
α：Nielsen et  al . (2001)の文献より 1 .00( fishery product の場合 )  
β：Nielsen et  al . (2001)の文献より 0 .40( fishery product の場合 )  
h t o t a l：Nielsen et a l . (2001)の文献より 8.6( fishery product の場合 )  
 
2-3-1-4 遊離アミノ酸量分析  
加熱処理・未加熱処理の各加水分解試料及び酸・アルカリ処理試料の遊離ア
ミノ酸量を 1-3-8 項と同様に分析した。  
 
2-3-1-5 溶出タンパク質濃度の測定  
加熱処理・未加熱処理の各加水分解物及び酸・アルカリ処理試料の溶出タン
パク質量は 2-2-1-4 項と同様に Lowry 法により測定した。  
 
2-3-1-6 溶出金属濃度の測定  
加熱処理・未加熱処理の各加水分解試料及び酸・アルカリ処理試料を 1-3-5
項と同様の灰化装置を用いて湿式灰化した。主要元素 (Na, K, Ca, Mg)は 1-3-5
項と同様の原子吸光光度計 (SHIMADZU, Model AA-660)を用いて測定し、微量元
素 (Cu,  Fe,  Zn,  Cd)は偏光ゼーマン原子吸光光度計 (Mode: Gra phi te Atomiz er,  
Hitachi,  Z-5010)を用いて、溶出ミネラル量を求めた。偏光ゼーマン原子吸光光
度計の条件は A 型キュベット、アセチレンガス流量 30ml/min、試料量 20µl、加
熱方式は光温度制御を使用した。また、温度プログラムは乾燥に昇温 40 秒、灰
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化に昇温 20秒、原子化に継続 5秒、クリーンに継続 4秒を全ての元素で用いた。
その他各元素の条件は Table 11 に示した。  
 
2-3-1-7 統計処理   
これらの試験は、最低 3 回以上行い、結果を平均値と標準偏差で示した。統
計評価は ANOVA (Hochberg,  1988) で P<0.05 とした。  
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Table 11.  
Analysis  condi tions of experimenta l instruments used in the  present s tudy 
(A)  Condi tions of fla me atomic absorption system 
(Atomic Absorpt ion Sys te m (Shima dz u AA-660))  
Element  Wave 
length 
(nm) 
Current 
(mA) 
Sli t  length     
(nm) 
 
Na 589.3 10 0.5  
K 766.5 10 0.5  
Mg 285.2 10 0.5  
Ca 422.7 10 0.5  
 
(B)  Condi tions of gra phite a tomizer  absorption sys tem 
(Graphite a tomiz er  (Hita chi Z-5010))   
Para meter  Cu Fe Zn Cd 
Current value 
(mA) 9 15 6.5 9 
Wave length 
(nm) 324.8 248.3 213.9 228.8 
Sli t  length 
(nm) 1.3 1.3 1.3 1.3 
Temperature Temperature(℃ )  Temperature(℃ )  Temperature(℃ )  Temperature(℃ )  
  progra m Ini tia l   Final Ini tia l   Final Ini tia l   Final Ini tia l   Final 
Drying 80 140 80 140 80 140 80 140 
Ashing 600 600 750 750 300 0 300 300 
Atomization 2400 2400 2400 2400 2000 2000 1500 1500 
Cleaning 2500 2500 2700 2700 2200 2200 1800 1800 
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2-3-2  結果・考察  
Table 12 に OPA 法に基づく加水分解度の測定結果を示した。加水分解度は全
ペプチド結合に対する開裂したペプチド結合の割合で示され、通常水抽出や緩
衝液による抽出では加水分解度は約 0 を示す。今回の結果では酸・アルカリ処
理試料は酵素分解ではなく、 pH2.0 塩酸下によって 2 時間反応させていること
から、酸による分解が生じた結果 12%ほどの加水分解が生じたものと考えられ
た。一方、消化酵素による未加熱加水分解試料では、タンパク質に対する酵素
の割合を 1:100 から 1:25 に上昇させると加水分解度は 18%から 20%へと有意に
上昇した。OPA 法における加水分解度は対象となるタンパク質によって係数が
変わり、加水分解度も変わることが知られているが、 Peps in や Pa ncreat in によ
る加水分解度はいずれも 10~18%程度である (Nissen et  al . ,  1986; Kong et  a l . ,  
2007)。魚介類のパンクレアチンによる加水分解を行った Muti langi.(1995)は、
加水分解度は反応時間 180 分で 12%であったと報告している。これに、ペプシ
ンによる加水分解が加わったことを考慮すると、本実験で得られた加水分解度
は妥当であると考えられた。加熱試料は未加熱試料と比較しても酵素による加
水分解度に有意差はないことから、加熱処理は酵素による加水分解に影響を与
えないことが示された。  
加熱加水分解試料と未加熱加水分解試料の遊離アミノ酸組成を Table 13 に示
した。各遊離アミノ酸量は酸・アルカリ処理試料に比べ、未加熱加水分解試料
で o-Phosposerine が減少し、Threonine,  G luta mic a cid,  Gluta mine,  Glycine,  Valine,  
Methionein,  Isoleucine,  Leucine,  Tyrosine,  Phenyla lanine,  Lys ine,  Arginine が有意
に増加した。また酵素の割合を上げると、Threonine,  Gluta mine,  Leucine,  Tyros ine,  
Phenylala nine,  Lysine,  Tyrosine が有意に増加した。一方、加熱処理による有意な
有利アミノ酸の変化は認められなかった。  
Table 14 に溶出タンパク質及び溶出ミネラルを示した。各溶出割合は酸・ア
ルカリ処理試料に比べ、加水分解試料ではタンパク質 (23.6→ 49.8%),  カルシウ
ム (32.3→ 40.0%), 銅 (62.6→ 85.5%),  亜鉛 (60.7→ 83.3%)は有意に上昇した。また
酵素の割合を上げると、タンパク質 (49 .8→ 53.6%), 銅 (85 .5→ 94.7%), 亜鉛 (83 .3
→ 107%), カドミウム (11.4→ 28.4%)で有意な溶出の増加が認められた。タンパク
質の溶出量は約 2.5 倍に増加している。これは消化酵素の加水分解によって高
分子タンパク質が低分子タンパク質に分解されたため、溶出量が増大したもの
と考えられた。同時に、分子間に保持していたミネラルの遊離、あるいは低分
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子タンパク質の可溶化に伴いミネラルの溶出量が上昇したものと考えられた。
一方、加熱処理による有意な増加は認められなかった。Bra gigand et  al . (2004)
のフランス産マガキを酢酸抽出し、重金属の溶解度を調べた報告では、銅が
14~29%、亜鉛が 20~47%、カドミウムが 15~39%溶出したとしており、 Siewick i  
et al . (1983) のアメリカ産マガキを pH7.4 の緩衝溶液抽出した場合では、カドミ
ウムが約 30%溶出したとしている。これらに対し、本実験の酸・アルカリ抽出
試料における重金属の溶出率は銅が 62.6%、亜鉛が 60.7%、カドミウムが 12.2%
となり、銅・亜鉛で既存の報告よりも高く、カドミウムで低い結果となった。
既存の報告はいずれも抽出後試料を 4300g, 20min あるいは 700g,  15min と遠心
処理をしているため、高分子が沈殿し、そこに含有されていた銅や亜鉛の分、
が溶出率に含まれていない。これに対し、本実験ではろ液を試料としたことで、
遠心処理による高分子の沈殿が生ぜず、溶出率が高くなったものと考えられる。
一方、カドミウムは試料に含まれる潜在的な量に関係していると考えられる。
Bragiga nd et  a l . (2004) の 用 い た フ ラ ン ス 産 マ ガ キ に は 乾 物 試 料 あ た り
0.7~75.0ppm、 Siewicki et a l . (1983)の用いたアメリカ産マガキは 8.8ppm のカド
ミウムが含有されていて、本実験で用いた 5.96ppm よりも含有量が高い傾向に
ある。Bra giga nd et al . (2004)はカドミウムの総量と溶出量には相関があると示し
ていることから、含有量が少ないため、結果としてカドミウムの溶出量が他の
報告に比べ低くなったものと考えられる。また、 Sha ma e t al . (1983),  Siewicki  et  
al . (1983),  Howard e t al . (1977)が報告しているように、種・環境条件によってカ
ドミウム -メタロチオネインの化学形態が大きく異なることも溶出率の違いに
関与しているものと考えられる。  
 以上のことから、加熱の有無は溶出タンパク質やミネラルといった生体利用
可能な可溶化量に影響はなく、消化酵素による加水分解が、重要であることが
言える。  
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Table 12 .    
The degree of  hydrolysis of oyster  prote in digested by pepsin a nd pa ncreatin 
Enzyme ra t io  E25    E100    Non -E   
Trea tment  Fresh   Boi l ed   Fresh   Boi l ed   Fresh   Boi l ed   
DH 19.65 a  20.25 a  17.85 b  17.97 b  11.58 c 12.20 c 
(%)  (0 .39)   (1 .33)   (0 .29)   (0 .88)   (0 .25)   (0 .39)   
Sta ndard deviation of the mea n(SD) of  thr ee  replicates,  di ffer ent let ter s indicate  
signi f ica nt di ffer ence a t  P<0.05 . ( n = 3)  
E25: Dried oysters digested as  ra tio of  protein versus  enz yme at 25 versus 1.   
E100: Dried oysters digested as ra tio of  protein versus enz yme at 100 versus  1.   
Non-E:  Extracted wi th pH2.0 HCl ,  then adjus ted to pH7.0 wi th NaOH. 
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Table 13 .    
Free a mino acid composi tions of digested oysters (mg/g in dry ma tter)  
E n z y m e r a t i o  E2 5   E1 0 0   N o n -E  
Trea t m e nt  Fr e s h       B oi l e d   Fr e s h       B oi l e d   Fr e s h       B oi l e d  
o -P h o s ph o s e r i n e  2 . 6  ± 0 . 0 b   2 . 6  ± 0 . 0 b   2 . 3  ± 0 . 0 a   2 . 3  ± 0 . 0 a   2 . 8  ± 0 . 0 c   2 . 9  ± 0 . 0 c  
Ta u r i n e  2 3  ± 3    2 5  ± 3    2 3  ± 2    2 5  ± 3    2 2  ± 2    2 4  ± 3   
U r e a  3 7  ± 6    4 3  ± 7    3 5  ± 6    4 1  ± 8    3 4  ± 6    4 0  ± 7   
A s p a r t i c  a c i d  2 . 1  ± 0 . 0    2 . 1  ± 0 . 0    2 . 0  ± 0 . 0    2 . 0  ± 0 . 0    2 . 0  ± 0 . 0    2 . 0  ± 0 . 0   
T he re o n i n e  0 . 4  ± 0 . 0 b   0 . 4  ± 0 . 0 b   0 . 2  ± 0 . 0 a   0 . 2  ± 0 . 0 a   0 . 2  ± 0 . 0 a   0 . 2  ± 0 . 0 a  
S e r i ne  0 . 8  ± 0 . 0    0 . 8  ± 0 . 0    0 . 7  ± 0 . 0    0 . 7  ± 0 . 0    0 . 8  ± 0 . 0    0 . 8  ± 0 . 0   
G l u t a m i c  a c i d  3 . 9  ± 0 . 1    3 . 9  ± 0 . 1    4 . 0  ± 0 . 1    4 . 1  ± 0 . 1    3 . 9  ± 0 . 1    4 . 0  ± 0 . 1   
G l u t a m i n e  0 . 7  ± 0 . 0 b   0 . 7  ± 0 . 0 b   0 . 0  ± 0 . 0 a   0 . 0  ± 0 . 0 a   0 . 0  ± 0 . 0 a   0 . 0  ± 0 . 0 a  
G l yc i ne  3 . 0  ± 0 . 0 b   3 . 0  ± 0 . 0 b   3 . 0  ± 0 . 0 b   3 . 0  ± 0 . 0 b   2 . 5  ± 0 . 0 a   2 . 6  ± 0 . 0 a  
A l a n i ne  2 . 5  ± 0 . 3    2 . 6  ± 0 . 2    2 . 4  ± 0 . 0    2 . 5  ± 0 . 4    2 . 3  ± 0 . 2    2 . 3  ± 0 . 2   
C i t r u l l i n e  0 . 1  ± 0 . 0    0 . 1  ± 0 . 0    0 . 1  ± 0 . 0    0 . 1  ± 0 . 0    0 . 0  ± 0 . 0    0 . 0  ± 0 . 0   
Va l i ne  0 . 3  ± 0 . 0 b   0 . 3  ± 0 . 0 b   0 . 1  ± 0 . 0 a   0 . 1  ± 0 . 0 a   0 . 1  ± 0 . 0 a   0 . 1  ± 0 . 0 a  
M e t h i o ne i n  0 . 3  ± 0 . 0 b   0 . 3  ± 0 . 0 b   0 . 1  ± 0 . 0 a   0 . 1  ± 0 . 0 a   0 . 1  ± 0 . 0 a   0 . 1  ± 0 . 0 a  
I s o l e u c i n e  0 . 3  ± 0 . 0 b   0 . 3  ± 0 . 0 b   0 . 1  ± 0 . 0 a   0 . 1  ± 0 . 0 a   0 . 1  ± 0 . 0 a   0 . 1  ± 0 . 0 a  
Le u c i ne  1 . 9  ± 0 . 0 c   1 . 9  ± 0 . 0 c   0 . 7  ± 0 . 0 b   0 . 7  ± 0 . 0 b   0 . 2  ± 0 . 0 a   0 . 2  ± 0 . 0 a  
Tyr os i ne  1 . 7  ± 0 . 0 c   1 . 7  ± 0 . 0 c   0 . 5  ± 0 . 0 b   0 . 5  ± 0 . 0 b   0 . 1  ± 0 . 0 a   0 . 1  ± 0 . 0 a  
β - Al a n i ne  0 . 5  ± 0 . 0    0 . 5  ± 0 . 0    0 . 5  ± 0 . 0    0 . 5  ± 0 . 0    0 . 5  ± 0 . 0    0 . 5  ± 0 . 0   
P h e n y l a l a n i ne  1 . 9  ± 0 . 0 c   1 . 9  ± 0 . 0 c   0 . 8  ± 0 . 0 b   0 . 8  ± 0 . 0 b   0 . 1  ± 0 . 0 a   0 . 1  ± 0 . 0 a  
A m m o ni a  0 . 2  ± 0 . 0    0 . 2  ± 0 . 0    0 . 0  ± 0 . 2    0 . 1  ± 0 . 1    0 . 2  ± 0 . 0    0 . 2  ± 0 . 0   
O r n i t h i ne  0 . 2  ± 0 . 0    0 . 2  ± 0 . 0    0 . 2  ± 0 . 0    0 . 2  ± 0 . 0    0 . 1  ± 0 . 0    0 . 1  ± 0 . 0   
H i s t i d i ne  0 . 1  ± 0 . 0    0 . 1  ± 0 . 0    0 . 1  ± 0 . 0    0 . 1  ± 0 . 0    0 . 1  ± 0 . 0    0 . 1  ± 0 . 0   
Lys i ne  0 . 9  ± 0 . 0 b   0 . 9  ± 0 . 0 b   0 . 3  ± 0 . 0 a   0 . 3  ± 0 . 0 a   0 . 2  ± 0 . 0 a   0 . 2  ± 0 . 0 a  
A r g i n i ne  2 . 1  ± 0 . 2 b   2 . 1  ± 0 . 0 b   0 . 9  ± 0 . 2 a   0 . 9  ± 0 . 1 a   0 . 7  ± 0 . 0 a   0 . 7  ± 0 . 1 a  
Tota l  8 6  ±4 a b   9 5  ±9 b    7 6  ±2 a    8 6  ±7 a b   7 3  ±3 a    8 2  ±5 a b  
Values ar e expressed as mea ns±SD of three r eplicates,  di ffer ent let ter s in the sa me 
row indicate s igni f ica nt di ffer ence a t  P<0.05 . ( n =3)  
E25: Dried oysters digested as  ra tio of  protein versus  enz yme at 25 versus 1.   
E100: Dried oysters digested as ra tio of  protein versus enz yme at 100 versus  1.   
Non-E:  Extracted wi th pH2.0 HCl ,  then adjus ted to pH7.0 wi th NaOH. 
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Table 14 .    
Percent solub le protein a nd meta ls of in v i tro  digested oysters 
E n z y m e 
r a t io  E2 5   E1 0 0  N o n -E  
Trea t m e nt  Fr e s h   Bo i l e d    F r e s h   Bo i l e d   Fr e s h  Bo i l e d  
Pr o t e i n  5 3 .6 ±0 .9 c  5 2 .0 ±1 .3 b c   4 9 .8 ±0 .3 b   4 8 .0 ±2 .1 b  2 3 .6 ±2 .0 a   2 0 .0 ±1 .5 a  
S o diu m 6 7 .4 ±5 .4   5 5 .0 ±2 .5    7 4 .2 ±3 .3    6 5 .0 ±3 .0   6 4 .1 ±1 0 .3   4 6 .0 ±5 .0  
P ota s s iu m  1 0 4 ±1   9 5 ±1    9 8 ±1    8 8 ±9   1 0 3 ±0   9 5 ±4  
Ca l c iu m 3 3 .3 ±1 .9 a   3 1 .0 ±2 .0 a    4 0 .0 ±2 .7 b   3 5 .0 ±3 .0   3 2 .3 ±3 .3 a   3 3 .0 ±2 .5  
Ma g n e s iu m 4 8 .6 ±0 .6 c  4 0 .0 ±2 .0 b   3 8 .9 ±2 .8 b   3 5 .0 ±2 .1 b  3 9 .7 ±3 .6 b  2 8 .0 ±3 .0 a  
Co p p e r  9 4 .7 ±3 .1 c  9 0 .0 ±3 .1 c   8 5 .5 ±0 .9 b   8 5 .0 ±1 .5 b  6 2 .6 ±0 .9 a   6 8 .0 ±1 .5 a  
I r o n 6 5 .3 ±5 .9   6 6 .0 ±1 .5    6 7 .0 ±3 .9    6 0 .0 ±6 .0   6 8 .6 ±2 .2   6 5 .0 ±5 .0  
Z i n c 1 0 7 ±2 c  1 0 8 ±8 c   8 3 .3 ±0 .7 b   8 5 .0 ±2 .0 b  6 0 .7 ±1 .4 a   5 9 .0 ±4 .5 a  
Ca d miu m 2 8 .4 ±2 .1 b  2 9 .0 ±3 .0 b   11 .4 ±1 .2 a    1 2 .0 ±2 .2 a   1 2 .2 ±0 .6 a   9 .0 ±1 .0 a  
Values ar e expressed as mea ns±SD of three r eplicates,  di ffer ent let ter s in the sa me 
row indicate s igni f ica nt di ffer ence a t  P<0.05 . ( n =  3)  
E25: Dried oysters digested as  ra tio of  protein versus  enz yme at 25 versus 1.   
E100: Dried oysters digested as ra tio of  protein versus enz yme at 100 versus  1.   
Non-E:  Extracted wi th pH2.0 HCl ,  then adjus ted to pH7.0 wi th NaOH. 
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2-4 限外ろ過及び加水分解物の分析  
2-3 項から消化酵素の有無、及び消化酵素の割合によって溶出するタンパク
質・金属量が変わることが明らかとなった。マガキでは未だメタロチオネイン
の正確な化学形態は明らかになっていないが、メタロチオネインのおおよその
分子量には見当がつけられている。ニュージーランド産のカキでは 20kDa 以上、
6~12kDa、2kDa 以下にそれぞれメタロチオネインが存在することを発見されて
いる (Sharma, 1983)。また、人工的に塩化カドミウムを暴露した環境で生育させ
たアメリカ産カキからは 0.25M スクロース溶液で抽出したところ 50kDa 以上、
9.2~13.8kDa、3kDa 以下のメタロチオネインを得たと Ja mes e t a l .(1975)は報告し
ている。カキの他にもカドミウム -メタロチオネインは多く存在し、塩化カドミ
ウムを摂取させたラットでは分子量で 3 つに大別できたこと (Suz uki  e t a l . ,  
1979)、ノコギリガザミでは 57 及び 58 個のアミノ酸からなるメタロチオネイン
を有すること (Lerch et  a l . ,  1981)などが報告されている。  
このようにメタロチオネインの正確な構造は明らかとなっていない。しかし、
生体吸収を考慮すると、重要なのは消化過程を経て、膜透過可能な時点でのメ
タロチオネインの状態である。そこで本項では分子量に着目し、タンパク質と
金属の溶出がどのように連動しているのかを知るため、ゲルろ過カラムクロマ
トグラフィー (Size  exclus ion chroma tography:SEC)を行い、分画物のタンパク
質・金属濃度を調べ、タンパク質と金属の分布分析を行った。  
 
2-4-1 実験方法  
2-4-1-1 試料の調製  
2-3 項より加熱の有無は溶出量に影響しないことが明らかとなったので、こ
こでは 2-3-1-1 項で調製した未加熱試料「E25」「E100」「Non-E」を対象試料と
した。各試料溶液をエバポレートして 11 倍濃縮物である 88mg/ml の濃度に試
料を調製した。これをゲルろ過カラムクロマトグラフィーに供するため、
0.20µ m フィルター (東洋濾紙、DISMIC-13cp)に供し、ろ過試料を 2-3-1-5 ,  3-2-1-6
項と同様に、溶出タンパク質及び金属量を求め収率を求めた。  
 
2-4-1-2 ゲルろ過カラムクロマトグラフィーによる分画  
2-4-1-1 項でフィルター処理した試料をゲルろ過カラムクロマトグラフィー
に供し、分画を行った。条件は以下の通りである。  
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・Condition of s ize  exclusion chromatogra phy 
Column : H iPrep 16/60 Sephacryl S-100 High Resolution (GE Heal thcare)  
Separat ion ra nge :  10 3 ~10 5 Da (globular  prote ins)  
Column volume :  120ml  
Pump : LC-10AT vp (SHIMADZU, Liquid chromatography) 
Mobile pha se :  50 mM Sodium phosphate buffer  pH7.0 wi th 100 mM NaCl 
Flow rate :  0.400 ml  /  min 
Detector  :  SPD-10A vp (SHIMADZU, UV-VIS DETECTOR) 
Wave length: 280nm 
Inject ion volume : 500µl /t ime 
Fract ion col lector  :  DC1200  (TOKYO RIKAKIKI CO,  LTD) 
       Waiting ti me :  20min 
       Fract ion ra te :  10min (4ml / tube)  
       Total fract ion number :  40 tubes 
分子量の標品 として、 Gel Fi ltra tion Cal ibration Ki ts wi th LMW (GE 
Healthcare)を用いた。各分子量は以下の通りである。  
Aprot inin(6.5kDa),  Ribonuclease A(13.7kDA),   
Carbonic Anhydrase(29kDa),  Ova lbumin(43kDa),  Conalbumin(75kDa) 
 
2-4-1-3 分画物の分析  
ゲルろ過クロマトグラフィーによる分画を計 2 回 (試料 500µl×2 回 )行い 1 検
体 (n=1 , 計 8ml  /  tube)とした。得られた分画物を遠心式真空凍結乾燥機 (EC-57CS,  
Sakuma)で凍結乾燥させ、蒸留水で 1ml に再定容した。定容後、200µl を 2-3-1-5
項の Lowry 法に基づいてタンパク質濃度を求め、残りを 2-3-1-6 項に基いて偏
光ゼーマン原子吸光光度計を用いて、溶出金属濃度を求めた。偏光ゼーマン原
子吸光光度計の条件は 2-3-1-6 項と同様である。各元素の条件は Table  11 に示
した。これらを 3 回繰り返し、 n=3 とした。  
 
2-4-1-4 統計処理   
これらの試験は、最低 3 回以上行い、結果を平均値と標準偏差で示した。統
計評価は ANOVA (Hochberg,  1988) で P<0.05 とした。  
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2-4-2 結果・考察  
試料抽出物を 0.20µ m フィルターに供した際の回収率を Table 15 に示した。
タンパク質で 94%、マグネシウムで 86~89%、鉄で 90%、カドミウムで 72~73%
と溶出量が減少した。その他の金属類は回収率がほぼ 100%という結果となっ
た。回収率が減少した 3 元素の原因として分子量の影響が考えられる。抽出物
そのものはフィルター (ADVANTEC, 5B)処理溶液を用いたが、ADVANTEC によ
ると、このフィルターは約 5~10µm の径とされている。この抽出溶液を 0.20µm
フィルターに供したことで、少なくとも 0 .20~5µm 間の分子量サイズのタンパ
ク質が 0.20µm フィルター上に残り、その結果として、そのタンパク質と共に
結合していたマグネシウム・鉄・カドミウムも 0.20µm フィルター上に残り回
収率が低下したものと考えられる。また、回収率において「Non-E」「E25」に
差が見られないことから、0.20µm 以上の大きさを有するタンパク質に対しては
酵素の影響がないことが明らかとなった。  
Figure 13 に酸・アルカリ抽出試料 (Non-E)における SEC の結果を示した。銅
は画分 No.19~24(約 500ppb/ fraction) ,  25(2 ,300ppb),  28(1 ,000ppb)に集中していた。
これらはそれぞれ分子量 10~90kDa, 7kDa,  1.4kDa に相当する。亜鉛は画分
No.3~5( tota l  3,300ppb),  9~14( tota l 8 ,800ppb),  16~25(tota l  16,500ppb)に存在し、そ
れぞれ分子量 6,400~10,000kDa, 500~2,300kDa, 7~270kDa に相当した。また、画
分 No.30 以降には検出されなかった。カドミウムは画分 No.6~7(tota l 3 .7ppb) ,  
20~23(tota l  18.5ppb),  25(3.5ppb)に存在し、それぞれ分子量 3 ,850~5,000kDa,  
18~62kDa, 7kDa に相当した。アメリカ産マガキを抽出し、 49 ,000g,  2 時間の遠
心処理をした試料では、銅・亜鉛・カドミウムはいずれも 40~50kDa に集中し
ていていると Siewicki et al . (1983)は報告し、ニュージーランド産カキを抽出し
た例では、 100 ,000g, 1 時間の遠心処理後に、 20kDa 以上： 6~12kDa： 2kDa 以下
にそれぞれ、銅で 59： 31： 3、亜鉛で 40： 0： 58、カドミウムで 41： 23： 32 の
割合で存在していたと Sharma .(1983)は報告している。この報告と比較すると、
本実験では画分 No.20~28(1.4~60kDa)に銅・亜鉛・カドミウムがいずれも検出さ
れたことは一致したが、Sharma.(1983)の報告にあるような挙動は示さなかった。 
Figure 14 に酵素：タンパク質 =1:100 で加水分解した抽出試料 (E100)における
SECの結果を示した。銅は画分 No.21~34(tota l 11,000ppb),  36(500ppb)に存在し、
それぞれ分子量 0.2~40kDa 及び排除限界以下の低分子に相当した。亜鉛は画分
No.3~5( tota l 3 ,400ppb),  9~14(tota l1 1,000ppb),  16~25(tota l 1,800ppb),  30~33(tota l  
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2,900ppb)に存在し、それぞれ分子量 6,400~10,000kDa, 500~2 ,300kDa, 7~270kDa,  
0~0.4kDa に相当した。カドミウムは画分 No.5~7(tota l 10.8ppb) ,  21~25( tota l  
8.67ppb),  26~29(tota l 7.4ppb),  32 以降 ( tota l  5.6ppb)に存在し、それぞれ分子量
3,850~6,400kDa, 7~42kDa, 0 .8~4.2kDa 及び排除限界以下の低分子に相当した。  
Figure 15 に酵素：タンパク質 =1： 25 で加水分解した抽出試料 (E25)における
SECの結果を示した。銅は画分 No.21~33( tota l 12,000ppb),  35(600ppb)に存在し、
それぞれ分子量 0.2~40kDa、及び排除限界以下の低分子に相当した。亜鉛は画
分 No.10(tota l 4,600ppb),  16~19(tota l 12,000ppb),  21~22(tota l 6,300ppb) ,  
26~29(tota l  11,000ppb),  31~34(tota l 9,200ppb)に存在し、それぞれ分子量 1,700kDa,  
92~270kDa, 28~42kDa, 0 .8~4kDa 及び排除限界以下の低分子に相当した。カドミ
ウムは画分 No.5~6( tota l 11.3ppb),  21~25(tota l 35ppb),  26~28(tota l 18ppb),  34 以降
( tota l 12 .8ppb)に存在し、それぞれ分子量 5,000~6,400kDa, 7~42kDa, 1.4~4.2kDa、
及び排除限界以下の低分子に相当した。  
次に Figure 16 に酵素処理の有無による、タンパク質と銅の画分ごとの溶出割
合を示した。加水分解の経過につれて画分前半のタンパク質の占める割合が減
少し、後半部分が増加している。酸・アルカリ抽出では画分 No.25 が主要であ
ったのに対し、加水分解の経過につれて画分 No.21~36 付近に広く分布するよ
うになった。No.25 以前の画分は酸・アルカリ処理抽出の時に検出された画分
No.1~20 の高分子が加水分解された結果生じたものと考えられる。一方、タン
パク質に対する酵素の割合を 4 倍に上げても (E100→E25)、銅の挙動には大きな
変化が見られなかった。同様に Figure 17 に酵素処理の有無による、タンパク質
と亜鉛の画分ごとの溶出割合を示した。酸・アルカリ抽出では画分 No.25 以降
に亜鉛が検出されなかったのに対し、加水分解の経過につれて画分 No.30 以降
に亜鉛が検出されるようになった。また、タンパク質に対する酵素の割合を 4
倍に上げると (E100→E25)、画分 No.1~5 の亜鉛の占める割合が有意に減少した。
その結果、幅広く分布していたそれぞれの画分は No.10 , 16,  22,  27,  31 を主要と
することが認められた。銅と同じく、酸・アルカリ処理抽出の時に検出された
高分子画分が加水分解された結果、結合していた亜鉛も低分子側に推移し、加
水分解度を上げることによって、分解途中の生成物量が減少し、主要な分子量
になったものと考えられる。Figure 18 に酵素処理の有無による、タンパク質と
カドミウムの画分ごとの溶出割合を示した。酸・アルカリ抽出では画分 No.26
以降にほとんど検出されなかったのに対し、加水分解の経過につれて画分
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No.21 以降に多く検出されるようになった。画分 No.6 の高分子に含まれるカド
ミウムも加水分解の経過に伴い減少した。タンパク質に対する酵素の割合を 4
倍に上げると (E100→E25)、画分 No.21 以降の幅のある分布だったものが、画分
No.23, 27,  34 が主要なものであることが見てとれるようになった。銅や亜鉛と
同じく、酸・アルカリ処理抽出の時に検出された高分子画分が加水分解された
結果、結合していたカドミウムも低分子側に推移し、加水分解度を上げること
によって、分解途中の生成物量が減少し、主要な分子量になったものと考えら
れる。  
本実験で用いた HiPrep 16/60  Sepha cryl  S-100 High Resolution がおおよそ、分
画できる範囲内で、各分子量とタンパク質・金属類の溶出挙動を Figure 19 に示
した。酸・アルカリ抽出試料では 7kDa 付近で、銅とカドミウムのピークが一
致し、 18~62kDa 付近で銅・亜鉛・カドミウムのピークが一致した。 1.4kDa の
銅と 270kDa の亜鉛と一致する元素は見受けられなかった。酵素：タンパク質
=1： 100 で加水分解した抽出試料 (E100)では、 100kDa 以下において銅とカドミ
ウムにおいて溶出が増加するという相同性が獲られた。銅は 7kDa に最大溶出
量を示し、カドミウムは 2 .5,  18kDa にほぼ同量の最大溶出を示した。ここでも
亜鉛と溶出の挙動が一致する元素は見受けられなかった。酵素：タンパク質
=1：25で加水分解した抽出試料 (E25)では、亜鉛とカドミウムにおいて、2.5~7kDa
において同様の溶出パターンを示し、銅とは溶出の挙動が一致する元素は見受
けられなかった。これは酵素の割合を上げたことで、銅では生じなかった亜鉛
とカドミウムのピークがより単一化したことが原因として考えられる。  
 このように加水分解することによって溶出量の増大、金属結合性タンパク質
の低分子化が進み、タンパク質分子量と金属が推移することが示された。しか
しながら、溶出量の増大・低分子化が必ずしも重金属の毒性と一致するわけで
はない。Via del et al . (2006)は可溶性画分の重金属量と細胞の取り込み量の相関
性は必ずしも一致するものではなく、細胞膜に対する透過性を考慮するべきだ
とした。Suz uki.(1979)はカドミウム・銅・亜鉛は互いに吸収を抑制するとした。
従って、本実験で得られたマガキ加水分解物試料が従来の抽出方法に比べ、ど
の程度毒性に影響をもたらすのか、あるいは無機総量として評価されてきた毒
性をどの程度低減できるのかを知るためには、細胞を用いた毒性試験の結果を
明らかにしない限り、本実験の目的である消化酵素による加水分解と重金属の
毒性の関連性について明らかにすることはできない。そこで、第 1 節で得られ
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た加水分解物、酸･アルカリ抽出物を用いて、腸管細胞 Ca co-2 に投与すること
で、加水分解の有効性並びに毒性への影響を調べることとした。  
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Table 15 .     
Recovery of fi l tra ted sa mple by 0.2µm fi lter  
    Non-E       E100     E25   
   %      %      %   
Protein 94 ±  2   94 ±  1   94 ±  1  
Sodium 96 ±  5   93 ±  5   95 ±  5  
Potass ium 101 ±  2   105 ±  2   102 ±  2  
Calcium 98 ±  2   100 ±  3   99 ±  2  
Magnes ium 86 ±  0   89 ±  2   87 ±  1  
Copper  97 ±  3   97 ±  3   97 ±  4  
Iron 92 ±  3   90 ±  3   91 ±  3  
Zinc 97 ±  2   97 ±  2   97 ±  2  
Cadmium 72 ±  3    73 ±  2    72 ±  1  
Values ar e expressed as mea ns±SD of three r eplicates,  di ffer ent let ter s in the sa me 
row indicate s igni f ica nt di ffer ence a t  P<0.05 . ( n =  3)  
E25: Dried oysters digested as  ra tio of  protein versus  enz yme at 25 versus 1.   
E100: Dried oysters digested as ra tio of  protein versus enz yme at 100 versus  1.   
Non-E:  Extracted wi th HCl a t pH2.0,  then pH was a djusted to 7.0 with NaOH. 
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Figure 13.   Size-exclus ion column chromatogra ms of solub le protein a nd meta ls o f  
Non-E (Extra cted wi th HCl a t pH2.0 ,  then pH was a djusted to 7.0 wi th NaOH.)  on a  
HiPrep 16 /60 Sepha cryl  S-100 High Resolut ion column. 
Line gra ph: prote in concentra tiuon, bar  gra ph: meta l concentra tion.  
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Figure 14.   Size-exclus ion column chromatogra ms of solub le protein a nd meta ls o f  
E-100 (Dried oys ter  digested as ra tio of  protein versus enz yme at 100 versus  1)  on a  
HiPrep 16 /60 Sepha cryl  S-100 High Resolut ion column. 
Line gra ph: prote in concentra tiuon, bar  gra ph: meta l concentra tion.  
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Figure 15.   Size-exclus ion column chromatogra ms of solub le protein a nd meta ls o f  
E-25 (Dried oyster  digested as  ra tio of  protein versus  enz yme at 100  ver sus 25)  on a  
HiPrep 16 /60 Sepha cryl  S-100 High Resolut ion column.  
Line gra ph: prote in concentra tiuon, bar  gra ph: meta l concentra tion.  
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Figure 16.   Distr ibut ion of  soluble  protein a nd copper  by diges tive trea tment  with  
peps in a nd pa ncrea tin a nd ra tio of  enz yme. 
Line gra ph: percent solub le protein,  bar  graph:  percent solub le  copper.   
Values ar e expressed as percenta ge of tota l a mount.  
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Figure 17.   Dis tr ibution of solub le protein a nd z inc by diges tive tr eatment with  
peps in a nd pa ncrea tin a nd ra tio of  enz yme. 
Line gra ph: percent solub le protein,  bar  graph:  percent solub le  z inc.  
Values ar e expressed as percenta ge of tota l a mount.  
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Figure  18.   D istr ibut ion of soluble protein a nd ca dmium by digest ive  treat ment  with  
peps in a nd pa ncrea tin a nd ra tio of  enz yme. 
Line gra ph: percent soluble prote in,  bar  graph:  percent solub le ca dmium.  Values ar e  
expressed as percenta ge of tota l a mount.  
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Figure 19 .   D istr ibut ion of  Solub le  protein,  Cu,  Zn a nd Cd(%) by diges tive  
treatment  wi th peps in a nd pa ncrea tin a nd ra tio of enz yme. 
Values ar e expressed as percenta ge of tota l a mount.  
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第 2 節 腸管細胞 Caco-2 におけるマガキ加水分解物の毒性試験  
  
2-5 重金属毒性評価における腸管吸収模倣の重要性の検討  
第 1 節で加水分解によってタンパク質の低分子化が生じ、それに伴い金属の
溶出量増加及び低分子タンパク質との結合が明らかとなった。しかし、溶出量
の増加が必ずしも重金属の毒性に結びつくとは限らない (Via del et  al . ,  2006)。実
際に細胞を使用することによって膜透過性や吸収に関する生理学的な意味合い
を含めた重金属に対する評価が可能となる。食品の摂取を考慮した場合、食品
は胃や腸によって消化酵素による加水分解を受ける。その後、小腸ではタンパ
ク質や糖、脂質などが吸収される。従って、金属結合性タンパク質であるメタ
ロチオネインの毒性評価を行うには腸管細胞の使用が望ましい。そこで本研究
では、ヒト結腸癌細胞 Ca co-2 を使用した。この細胞は微細柔毛を含み、代謝酵
素も発現することから小腸の特徴に類似している。このため、各種食品由来抽
出物を加え、蓄積や毒性試験を行う方法は多く報告されている (Cà mera et al . ,  
2007;  Via del  et a l . ,  2006)。一方で、無機化合物を用いて具体的に各金属元素が
どのような吸収メカニズムを有するのか、共雑物質の影響やメタロチオネイン
合成系解明などの研究に使用されている (Tanna nt et al . ,  2002;  Ya maj i et al . ,  
2001; Huynh-Deler me et a l . ,  2005)。従って本項では腸管細胞 Caco-2 にマガキ加
水分解試料及び限外ろ過試料を投与し毒性を調べると共に、無機化合物との比
較試験を行い、加水分解の重要性と分子量がもたらす毒性への影響を調べた。  
 
2-6 急性毒性試験  
食品は一般に腸管内において小腸で 3~5 時間滞留し、大腸で 5~10 時間滞留
するとされ、蠕動運動を通じて常時混和されながら腸管を通過していく過程で
吸収が生じる。そこで、食品由来の毒性・吸収性試験でよく用いられている、
試料添加後、24 時間インキュベートし、細胞の生存率を調べることで急性毒性
試験を行った (Cà mera et al . ,  2007)。  
 
2-6-1 実験方法  
2-6-1-1 試料の調製及び濃度測定  
第 1 節で加水分解抽出した試料及び酸・アルカリ抽出した試料をエバポレー
トして、 88 mgDM/ ml の濃度に濃縮した。この試料を限外ろ過フィルター
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(Molecular  weight cut off (MWCO)-50000  (USY-5),  MWCO-10000 (USY-1) ,  
ADVANTEC,  ULTRA FILTER UNIT)に供し、分子量 50,000 以下と分子量 10 ,000
以下の各抽出試料を得た。これら限外ろ過試料のタンパク質濃度及び銅・亜鉛・
カドミウム濃度を、 2-3-1-5,  2-3-1-6 項と同様に測定した。  
 無機試験用試料として、Cu(Ⅱ )Cl 2･2H 2O (Cel l Culture  Tested,  Sigma),  ZnCl 2  
(Cel l  Culture Tested,  Sigma),  CdCl 2･2.5H 2O (和光純薬 )を 10µM~10 mMの濃度にミ
リ Q 水を用いて調製した。また、抽出ろ過試料に含まれる銅・亜鉛・カドミウ
ム濃度と同一の濃度 (Tab le 16)の無機溶液を調製した。細胞添加時に抽出試料溶
液・無機溶液を 0.20µm γ滅菌済フィルター (Cel lulose Acetate ,  ADVANTEC,  
Dismic-13cp)に供し、滅菌した。  
 
2-6-1-2 細胞培養  
 本実験では以下のように細胞培養を行った。  
細胞 :  腸管 (結腸癌 )細胞 Ca co-2(理研ジーンバンク ,  RCB-0988),  Passa ge: 25~45. 
培地 :  DMEM :  DULBECCO’S MODIFIED EAGLE’S MEDIUM (Sigma)に以下の濃
度となるように、各種溶液を添加し、37℃、5%炭酸ガス下にて培養を行
った。  
   1% Non-essentia l a mino a cids  (Sigma)  
   2% L-gluta mine (Sigma) 
0.4% Penici ll in－ Streptomycin (Sigma) 
10% FBS : Feta l Bovine Serum (Invi trogen)  
   20mM HEPES 緩衝溶液  ( pH7.3,  Dojindo)  
処理 :  培養方法として、 3 日毎に新しい培地に変えた。 6~7 日毎に PBS で培養
フラスコを 2 度洗浄後、 TRYPSIN-EDTA(Sigma)を培養フラスコに加え、
5 分間加温し、細胞を底面から剥がし、単離させた。単離させた細胞を
1000rpm, 5 min 遠心後、上清を捨て、新しい培地を加え、新しい培養フラ
スコに継代した。  
 
2-6-1-3 細胞生存率の測定  
細胞生存率を 3 種類の方法で測定した。最も簡易的な方法として、水溶性テ
トラゾリウム塩 WST-8 を用い、細胞中の脱水素酵素によって W ST-8 を還元さ
せ、水溶性ホルマザンにした後、460nm による極大吸収を測定する Cell Count ing 
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Kit-8 (Doj indo)がある。他に、多くの文献で行われている (Zödl  et al . ,  2003; 
Huynh-Delerme et al . ,  2005)、テトラゾリウム塩 (3-(4,5-dimetyl thiaz ol-2-yl)-2,5-  
diphenyl te trazolium bromide (MTT), Doj indo)による細胞内酵素活性を指標とし
た MTT 法と、色素排除法 (Trypa n Blue 法 )による顕微鏡下での実測定の 3 法を
行った。  
① Cel l Count ing Ki t-8 による測定  
96 ウェルマイクロタイタープレート (アズワン株式会社 )の各ウェルに
5,000cells /well の濃度となるよう 50µl を撒種し (Bla nk は培地のみ )、 24 時間培
養後、2-6-1-1 で調製した各試料溶液 50µl (Table 16)を添加した。24 時間培養後
Cell Count ing Kit-8 を 0.20µm γ滅菌済フィルターに供し、 10µl 添加し、 90 分
間反応させた。反応後、マイクロプレートリーダー ( Immuno, Mini NJ-2300)で測
定波長 450nm、参照波長 690nm として吸光度を測定した。なお、マガキ抽出試
料の Bla nk および Pos itive  Control (PC)には同条件で調製した試料無添加の
Pepsin,  Pa ncreat in溶液を用い、無機混合溶液の Blank, PC には Phosphate Buffered  
Saline (PBS, 和光純薬 )を添加した。  
 
細胞生存率 (%)＝（ S－ B）／（ PC－ B）×100 
S: マガキ抽出試料及び無機溶液から求められた吸光度  
B: Bla nk の吸光度  
PC:  Posi tive control の吸光度  
 
② MTT 法による測定  
Cetin et  al . (2005)による MTT 法を改良して行った。詳細は次の通りである。  
96 ウェルマイクロタイタープレートの各ウェルに 15,000cel ls/wel l の濃度と
なるよう 50µl を撒種し (Bla nk は培地のみ )、24 時間培養後、2-6-1-1 で調製した
各試料溶液 50µl (Table 16)を添加した。 24 時間培養後、 5mg/ ml  に PBS を用い
て調製した MTT 試薬を 0.20µm γ滅菌済フィルターに供し、10µl 添加し、4 時
間反応させた。反応後、マイクロプレートを遠心し、生成されたブルーホルマ
ザンをウェル底面に沈着させた。沈着後、培地及び試料混合液を除去し、 PBS
を用いて洗浄後、100µl の Dimethyl Sul fox ide(DMSO, 和光純薬 )にブルーホルマ
ザンを溶解させ、マイクロプレートリーダーで 540nmの波長で測定した。なお、
マガキ由来試料の Bla nk および PC には同条件で調製した試料無添加の Peps in,  
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Pancreatin 溶液を用い、無機調製溶液の Bla nk, PC には PBS を添加した。  
 
細胞生存率 (%)＝（ S－ B）／（ PC－ B）×100 
S: マガキ抽出試料及び無機溶液から求められた吸光度  
B: Bla nk の吸光度  
PC:  Posi tive control の吸光度  
 
③ Trypa n Blue 法による測定  
24 ウェルプレート (FALCON, MULTIWELLT M 24Well)の各ウェルに 50,000  
cell s/well の濃度となるよう 250µl を撒種し、 24 時間培養後、 2-6-1-1 で調製し
た各試料溶液 250µl (Table 16)を添加した。24 時間培養後、培地をエッペンドル
フチューブに移した。ウェルに Tryps in-EDTA 300µl を加え、 5 分間反応後、先
のチューブに移し、チビタン (HF-120 , MILLIPORE)を用いて遠心処理を 3 分間
行い、細胞を沈殿させた。上清を除去後、適量の 0.5% Trypa n Blue/PBS を用い
て希釈し、血球計算版 (HIRSCHMANN)を用いて生細胞及び死細胞数を計測した。 
 
細胞生存率 (%)＝ LC／（ LC+DC）×100 
LC: Living cel l の数  
DC: Dead cel l の数  
 
2-6-1-4 ビタミン C 及び加熱マガキ抽出物を用いた急性毒性試験  
 マガキは様々な加工法で食用とされる。中でも、一般的な食べ方として、生
食に加え、レモンを用いたり、鍋などで茹でて食される。レモンに含まれる抗
酸化剤であるビタミン C (Ascorb ic  acid)や加熱による影響が毒性に影響するか
調べるため、以下の実験を行った。  
 乾燥粉末試料 1.5g にアスコルビン酸溶液 (225µg ~  4467µg 等量：カキ 15g に
対してレモン汁 500µl  ~ 10ml を加えることに該当 )を加え、 2-3-1-1 の方法に従
い、酵素タンパク質：試料タンパク質＝ 1： 100 の割合で加水分解を行った。加
熱試料は 2-3-1-2 で調製したものを濃縮して用いた。試料濃度を 2-6-1-1 と同様
に調製後、 2-6-1-3-③と同様に細胞毒性試験を行った。  
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2-6-1-5 統計処理   
これらの試験は、最低 3 回以上行い、結果を平均値と標準偏差で示した。統
計評価は ANOVA (Hochberg,  1988) で P<0.05 とした。  
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2-6-2 結果・考察  
 Table 16 に細胞に投与した試料の種類と構成について示した。 0.2µm フィル
ター、MWCO 50,000 及び MWCO 10,000 の処理を行うことで、タンパク質だけ
でなく、重金属濃度が異なることが明らかとなった。これと第 1 節の SEC の結
果を合わせて高分子タンパク質に各重金属類が結合していると考えられた。限
外ろ過を行う上で考慮しなくてはならない、タンパク質や重金属のフィルター
への吸着であるが、 SEC の結果から分子量 50,000 以下・分子量 10 ,000 以下の
タンパク質及び重金属類の濃度を積算したところ、 Table 16 と同様の結果とな
った。従って、フィルターへの吸着はないものと考えられた。  
 次に Cell Count ing Kit-8 を用いて、各限外ろ過試料及び、各限外ろ過試料中
に含まれる銅・亜鉛・カドミウム濃度を各塩化化合物を用いて模倣した無機混
合試料を投与した際の試験結果について、 Table 17 ,  Figure 20 に示した。  
マガキ抽出物の酸・アルカリ抽出試料 (Non-E)の生存率は 0.2µ m フィルター処
理で 64.4%、分子量 50,000 以下の画分で 83.5%、分子量 10,000 以下の画分で
91.7%となった。酵素：タンパク質 =1： 100 で加水分解処理した試料 (E100)の生
存率は、 0 .2µm フィルター処理で 54.8%、分子量 50,000 以下の画分で 72 .4%、
分子量 10,000 以下の画分で 77.8%となった。同様に酵素：タンパク質 =1： 25
で加水分解処理した試料 (E25)の生存率は、 0.2µm フィルター処理で 48.3%、分
子量 50,000 以下の画分で 54.2%、分子量 10 ,000 以下の画分で 73.5%となった。
このように加水分解処理試料は、酸・アルカリ抽出試料に比べて、有意に生存
率が低くなることが認められた。同じフィルター処理において、酵素処理が強
くなるに従って、生存率が低下する傾向があり、分子量 50,000 以下の画分につ
いては酵素処理による有意な溶出重金属類の増加と生存率の低下が認められた。 
次に生存率から死亡率を逆算し、加水分解及び限外ろ過が死亡率にどのよう
な影響をもたらしているか考察する。 Table  18 に抽出処理と死亡率及び各画分
の死亡率への寄与する割合を示した。酸・アルカリ抽出 (Non-E)、消化酵素によ
る加水分解処理 (E100 , E25)に伴い、0 .2µ m-分子量 50,000 の画分が毒性に寄与す
る割合は 53.7%, 39.0%, 11.5%と減少していった。同様に分子量 10 ,000~50,000
の画分が毒性に寄与する割合は 23 .0%, 11.9%, 37.3%となり、分子量 10,000 以下
の画分では 23.3%, 49 .1%, 51.3%と増加していった。生体利用可能な重金属に関
する報告として、カドミウムや銅は遊離状態で吸収されるほかに、金属結合性
タンパク質として腸管膜から吸収される (Martel li  et a l . ,  2006; Tenna nt et al . ,  
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2002)。腸管細胞 Ca co-2 の膜透過性について調べた Ekmekcioglu.(2002)の報告に
よれば、大部分の 10,000Da 以下のペプチドは腸管膜を透過し、大きくても
30,000~50,000Da までが透過するとしている。生体利用可能とされる遊離状態
及び低分子タンパク質が分子量 50 ,000 以下の画分として得られたとすると、本
実験結果での分子量 50,000 以下が毒性に寄与する割合は、Non-E で 46.6%、E100
で 61.0%、E25 で 89 .0%となった。逆に 0.2µm~分子量 50 ,000 の画分が毒性に寄
与する割合は各々 53.7%, 39.0%, 11.5%であり、これらは生体利用できない画分
と考えられているため、死亡率の概算からは除外して考えることができ、
11.5~53.7%分の死亡率は腸管膜吸収の視点から除外することができる。従って、
限外ろ過処理は死亡率低下につながる、すなわち毒性の低下をもたらす。一方、
従来法の酸抽出物の死亡率 53.7% (Non-E 0.2µm 項 )と比較して、加水分解処理
及び限外ろ過後の生体利用可能画分の死亡率 (E100, E25 における分子量 50,000
以下 )は 61.0~89.0%であることより、死亡率として 7.3~35.3%増しとなっている。
従って、加水分解処理は毒性の増加につながる。このように、加水分解による
可溶性重金属の増加及び低分化に伴う重金属毒性の上昇、ならびに生体利用を
想定した限外ろ過による重金属毒性の低下が認められた。  
次に、上記の画分それぞれのマガキ抽出物中に含まれる銅・亜鉛・カドミウ
ム濃度を、各塩化化合物を用いて模倣した、無機塩化化合物混合試料による細
胞生存率について述べる。各混合溶液の濃度は Table 16 に示した。一例として
酸・アルカリ抽出を模倣した、 0.2µm フィルター処理の場合、終濃度として銅
等量で 97µM、亜鉛等量で 209µM、カドミウム等量で 0 .21µM となる。この混合
液における生存率は 42 .2%、分子量 50,000 以下の画分相当で 75 .1%、分子量
10,000 以下の画分相当で 69.7%となった。酵素：タンパク質 =1：100 及び 1：25
で加水分解処理した試料を模倣した場合の生存率は、同様に 38.0%, 36.3%,  
41.0%ならびに 35.7%, 44 .3%, 43.7%となった。酸・アルカリ抽出試料 (Non-E)を
模倣した場合の分子量 50,000 以下相当 ,  分子量 10,000 以下相当の生存率は
75.1%, 69.7%と、他の無機混合溶液の生存率 (35.7~48.3%)よりも有意に高い結果
となった。マガキ抽出試料では加水分解の進行に伴って有意な生存率の減少、
フィルターろ過処理によって有意な生存率の上昇がみられたのに対し、無機混
合溶液の酸・アルカリ抽出試料 (Non-E)の限外ろ過処理以外において、生存率が
35.7~48.3%と有意差は見られなかった。従って、食品由来成分の存在、特に金
属類がタンパク質と結合していることが毒性に大きく影響し、生存率を上昇さ
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せているものと考えられる。  
次に、本実験で使用した無機塩化化合物混合溶液の毒性が、銅・亜鉛・カド
ミウムのうち、主にどれによるものか考察する。酸・アルカリ抽出 (Non-E)を模
倣した 0.2µ m フィルター処理及び加水分解処理 (E100, E25)の各フィルター処理
相当の無機混合溶液では、生存率が 35.7~48 .3%と有意差がなく、酸・アルカリ
抽出を模倣した分子量 50,000 以下相当と分子量 10,000 以下相当の生存率が
75.1%, 69.7%と有意に高い結果となった。従って、 Table 16 の重金属含量のう
ち同様の傾向を示すものが毒性を有する重金属である可能性が高い。 Table  16
の各重金属の中で、銅だけが酸・アルカリ抽出の分子量 50,000 以下相当、なら
びに 10,000 以下相当でそれぞれ 54 , 65µM と低く、それ以外は 97~148µM と濃
度が高いことがわかる。すなわち、無機混合溶液の重金属毒性は銅が主体とな
っていることが推察される。  
同様にマガキ抽出試料において重金属のどの因子が強く毒性に関与している
か考察することにする。 Table 19,  Figure 21 に塩化銅 (Ⅱ )、塩化亜鉛、塩化カド
ミウムを単体で Caco-2 細胞に投与した毒性試験の結果について示した。50%致
死濃度 (50% Inhibitory concentra tion: IC 5 0)は塩化銅 (Ⅱ )で 95.7µM、塩化亜鉛で
295µM、塩化カドミウムで 27.5µM という結果となった。 Caco-2 細胞に各金属
類を投与している既存の文献と比較すると、硫酸銅の IC5 0 は 100µM(Rossi e t al . ,  
1996)、  硫酸亜鉛の場合の IC5 0 は 250µM(Zödl et  al . ,  2003)とされている。塩化
カドミウムの報告では IC5 0 は 20µM(Foulkes et a l . ,  1991) ,  IC 50 は 35~40µM 
(Huynh-Delerme et al . ,  2005)としている。従って本実験における銅・亜鉛・カド
ミウムの IC 5 0は妥当なものと考えられた。これら IC 5 0を求めた Figure 21 の金
属濃度と生存率の関係式に、本実験で用いた調製試料の濃度 (Table 16)を代入し、
生存率の理論値 (Approx imate calcula te  value:  A.C.V.)を求めた。理論値と実験値
を Table 20,  Figure 22 に示した。マガキ抽出物では相関係数が銅で R=0.913、亜
鉛で R=0.801、カドミウムで R=0.889 となった。同様に理論値と実験値の比例
係数は銅で 0 .902、亜鉛で 0.622、カドミウムで 60.33 となった。すなわちマガ
キ抽出物においてはいずれの金属も毒性に関与しているが、特に比例係数が 1
に近い「銅」に依存しているものと考えられた。無機混合溶液では相関係数が
銅で R=0.900、亜鉛で R=0.567、カドミウムで R=0.504 となった。同様に理論値
と実験値の比例係数は銅で 1 .012、亜鉛で 0 .386、カドミウムで 34.18 となり、
銅が毒性の要因であることが認められた。  
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次に MTT 法を用いて、マガキ抽出試料及び各限外ろ過試料による生存率と、
マガキ抽出物中に含まれる銅・亜鉛・カドミウム濃度を各塩化化合物を用いて
模倣した、無機塩化化合物混合試料による細胞生存率の試験結果について、
Table 21 ,  Figure 23 に示した。いずれも Cell  Count ing Kit-8 を用いた時の生存率
に比べ 10%前後低い結果となった。MTT 法は Cell Counting Kit-8 に比べ PBS に
よる洗浄過程などの操作手順が多く、反応時間も 4 時間と長いことから、細胞
への負担が大きい。その結果、生存率が低くなったものと考えられる。次に
Trypa n Blue 法を用いて、マガキ抽出試料及び各限外ろ過試料による生存率と、
マガキ抽出物中に含まれる銅・亜鉛・カドミウム濃度を各塩化化合物を用いて
模倣した、無機塩化化合物混合試料による細胞生存率の試験結果について、
Table 22 ,  Figure 24 に示した。いずれも Cell  Count ing Kit-8 を用いた時と同様の
結果となったが、目視によるカウントの都合上、染色ムラや計算盤内の細胞数
の差から、偏差が大きい結果となった。簡易的に測定可能な Cell  Counting Kit-8
や MTT 法であるが、次のような問題点が考えられる。亜鉛は細胞の成長や分
化の際に酵素としての働きを有し成長・分化を促進する (Ha mbidge,  2000)、 300
種以上の代謝関連の酵素・補酵素の働きに作用する (Salgueiro,  2002)といった報
告があるため、酵素活性を指標にしている Cell Count ing Ki t-8 や MTT 法は必ず
しも吸光度から計測された生存率と実際の生存率が一致するとは言えない。そ
れに対し、Trypa n Blue 法は生細胞及び死細胞を計測するので、吸光法の生細胞
由来の生存率に比べ、より正確な総細胞数と生細胞の割合を導くことができる。
本実験では 24 時間という短期間の試験培養だったが、次項の慢性毒性試験では
成長や分化の影響を受けない Trypa n Blue 法を用いることとした。  
 Table  23,  Figure 25 に重金属毒性に対するビタミン C の影響について示した。
重金属毒性に対して有機酸などを同時添加した報告はあるが、食品としての概
念で添加量を調整した報告例はない。本実験では牡蠣に対して 0.03~0.67ml /g(ビ
タミン C: 225~4,467µg equivalent)の割合でレモン汁と一緒に食した例を挙げた。
Control に対し有意に生存率が上がったものは 0.67 ml/g の時であった。それ以
外では増減は認められなかった。これは牡蠣 1 粒と 10 ml のレモン汁を同時摂
取する概算になり、過剰量に相当する。従って、食品の概念からすればビタミ
ン C の影響は重金属の毒性に対して影響を与えなかったと言える。加熱の有無
による重金属の毒性を調べた結果を Table 24,  Figure 26 に示した。この結果は
2-3-1 項での加熱の有無により溶出タンパク質・金属の増減は見られなかったこ
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とと同じで、毒性にも影響がないことを示した。  
以上より、マガキに含まれる重金属の毒性評価では、無機総量による比較で
はなく、生体吸収を考慮した消化酵素による加水分解及び、腸管膜の透過性を
考慮した分子量による篩いが必要であること。マガキ抽出溶液は無機混合溶液
よりも毒性は低く、銅・亜鉛・カドミウムが複雑に毒性に作用していること。
共存物としてのビタミン C、加熱による影響は受けないことが明らかとなった。 
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Table 16 .  
Concentra tion of soluble protein a nd minerals  on the digested oyster  solut ion 
    Cu    Cd   Z n   P r o t e i n    
    A d d e d   F i na l  A d d e d   F i na l  A d d e d   F i na l  A d d e d   F i na l  
  T rea t m e nt  
c o n c .   
µM 
c o n c .   
µM 
c o n c .   
µM 
c o n c .   
µM 
c o n c .   
µM 
c o n c .   
µM 
c o n c .  
m g / ml  
c o n c .  
m g / ml  
 0 .2 µ m  f i l t er  1 9 5   9 7   0 .4 1   0 .2 1   4 1 7   2 0 9   8 .7   4 .3   
N o n -E  M WCO  5 0 0 0 0  1 3 0   6 5   0 .2 3   0 .1 2   9 3   4 6   4 .8   2 .4   
  M WCO  1 0 0 0 0  1 0 9   5 4   0 .0 0   0 .0 0   0   0   3 .4   1 .7   
  0 .2 µ m  f i l t er  2 6 6   1 3 3   0 .3 9   0 .1 9   5 7 3   2 8 7   1 8 .4   9 .2   
E1 0 0   M WCO  5 0 0 0 0  2 7 1   1 3 6   0 .2 2   0 .11   1 0 3   5 2   1 6 .5   8 .3   
  M WCO  1 0 0 0 0  2 2 1   11 0   0 .1 8   0 .0 9   1 7   8   1 6 .0   8 .0   
  0 .2 µ m  f i l t er  2 9 5   1 4 8   0 .9 6   0 .4 8   6 8 8   3 4 4   1 9 .8   9 .9   
E2 5   M WCO  5 0 0 0 0  2 8 3   1 4 2   0 .6 2   0 .3 1   3 5 4   1 7 7   1 7 .9   8 .9   
  M WCO  1 0 0 0 0  2 7 1   1 3 6   0 .2 4   0 .1 2   2 8 6   1 4 3   1 7 .3   8 .7   
Non-E:  Extracted wi th pH2.0 HCl ,  then adjus ted to pH7.0 wi th NaOH.  
E100: Dried oysters digested as ra tio of  protein versus enz yme at 100 versus  1.  
E25: Dried oysters digested as  ra tio of  protein versus  enz yme at 25 versus 1.   
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Table 17 .    
Effects of diges ted oys ter  solut ion a nd mixture  of metal chlor ide solution on tox icity  
as measured by Cel l  Count ing Ki t-8 a fter  incubation 
Added sol.  Ratio of  enz yme Treatment       Cel l  Viabi li ty % 
  0.2µm 64.4 ±  4.1  c 
 Non-E MWCO 50000 83.5 ±  3.5  e 
  MWCO 10000 91.7 ±  2.3  f 
Diges ted   0.2µm 54.8 ±  3.8  b 
oyster  sol.  E100 MWCO 50000 72.4 ±  2.9  cd 
   MWCO 10000 77.8 ±  3.2  d 
  0.2µm 48.3 ±  1.2  ab 
 E25 MWCO 50000 54.2 ±  1.7  b 
  MWCO 10000 73.5 ±  2.1  d 
Added sol.  Simula nt sa mple Treatment       Cel l  Viabi li ty % 
    0.2µm 42.2 ±  2.1  a  
 Non-E MWCO 50000 75.1 ±  3.2  d 
  MWCO 10000 69.7 ±  4.9  cd 
Mixture of    0.2µm 38.0 ±  4.1  a  
meta l  E100 MWCO 50000 36.3 ±  2.4  a  
chlor ide sol.    MWCO 10000 41.0 ±  6.3  a  
  0.2µm 35.7 ±  1.9  a  
 E25 MWCO 50000 44.3 ±  4.5  a  
    MWCO 10000 43.7 ±  1.2  a  
Values ar e expressed as percenta ge of cell  viab ili ty ±SD of thr ee replicates.  
Different le tters indicate s ignif icant di ffer ence a t P<0.05 .  
Non-E:  Extracted wi th pH2.0 HCl ,  then adjus ted to pH7.0 wi th NaOH.  
E100: Dried oysters digested as ra tio of  protein versus enz yme at 100 versus  1.  
E25: Dried oysters digested as  ra tio of  protein versus  enz yme at 25 versus 1.   
Mixture of metal chlor ide sol. :  Sa me concentra t ion wi th each digested oyster  
solut ion by us ing with CuCl 2,  ZnCl 2 a nd CdCl 2 .  
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Figure 20.    
Effects of  digested oyst er  solut i on  and mixture of m eta l  ch lor ide solut ion on cel l  
viabil i ty as  mea sured by Cell  Counting Kit-8  after  incubation.   
Di fferen t  let ter s over  ea ch  column indicate sign ifi can t  di fference a t  P<0.05 .  
Non-E:  Extracted wi th  pH2.0 HCl ,  then  adjusted  to pH7.0 wi th  NaOH.   
E100:  Dr ied oyst er s digest ed as r a t io of pr otein  ver sus enz yme a t  100 ver sus 1.  
E25:  Dr ied oyst er s digest ed as r a t io of prot ein  ver sus enz ym e a t  25 ver sus 1.   
Mixture of metal chlor ide sol. :  Sa me concentra t ion wi th each digested oyster  
solut ion by us ing with CuCl 2,  ZnCl 2 a nd CdCl 2 .  
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Table 18 .  
Effects of digest ed oyst er  solut i on  on  cel l  mor ta l i t y 
      MW range   
Trea tment    0 .2µm-MW50000 MW50000-10000 <MW10000 
Non-E C.M.% 19.1  8.2  8.3  
  R.C.% 53.7  23.0  23.3  
E100 C.M.% 17.6  5.4  22.2  
  R.C.% 39.0  11.9  49.1  
E25 C.M.% 6.0  19.3  26.5  
  R.C.% 11.5  37.3  51.3  
C.M.:Cell  morta lity.  
R.C. :Relat ive contr ibut ion.   
Values ar e expressed as percenta ge of tota l cel l  morta l ity in the sa me row. 
Non-E:  Extracted wi th  pH2.0 HCl ,  then  adjusted  to pH7.0 wi th  NaOH.   
E100:  Dr ied oyst er s digest ed as r a t io of pr otein  ver sus enz yme a t  100 ver sus 1.  
E25:  Dr ied oyst er s digest ed as r a t io of prot ein  ver sus enz ym e a t  25 ver sus 1.  
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Table 19 .  
Concentar tion-r esponse curves of the  effects  of inorga nic metal chlor ide solut ion on  
the tox ic ity of cells as  mea sured by Trypa n Blue assa y a fter  incubation 
CuCl2   ZnCl2   CdCl2 
con c.µM 
Cell 
viab il ity 
%   con c.µM 
Cell 
viab il ity 
%   con c.µM 
Cell 
viab il ity 
% 
20 97.9 ±  1.2    25 94.6 ±  0.4    1 97.0 ±  3.0  
25 80.6 ±  14.5   50 95.7 ±  2.8    5 79.8 ±  3.1  
50 66.3 ±  0.2    100 87.2 ±  4.8    10 66.0 ±  0.7  
100 51.1 ±  2.2    200 66.1 ±  12.0   20 64.0 ±  1.0  
150 34.2 ±  6.9    250 64.4 ±  2.7    25 46.5 ±  1.8  
200 22.9 ±  5.3    400 34.3 ±  1.7    40 37.3 ±  1.5  
250 15.9 ±  0.8    500 27.5 ±  2.6    50 38.7 ±  4.4  
300 3.9 ±  2.9    750 5.2 ±  3.1    60 20.7 ±  4.0  
500 1.9 ±  2.0    1000 0.2 ±  7.7    80 5.6 ±  1.9  
Values ar e expressed as percenta ge of cell  viab ili ty ±SD of thr ee replicates.  
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Figure 21 .  
Concentar tion-r esponse curves of  the effects of each inorga nic meta l chlor ide  
solut ion on the tox ic ity of  cel ls as  mea sured by Trypa n Blue assa y a fter  incubation.  
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Table 20 .  
Experi mental a pprox imate va lue of cell  viab ili ty between metal concentra t ion of  
digested oyster  solut ion a nd ea ch inorga nic me tal chlor ide solutions 
Rat io of   D.O.  I. S .  Cu A.C.V Zn A.C.V Cd A.C.V 
enzyme Trea tment  C.V.  C.V.  con c.  C.V.  con c.  C.V.  con c.  C.V.  
 % % µM % µM % µM % 
0.2µm fi l t e r  64 .4  42.2  97 51.8  209 65.8  0 .21 88.7  
Non -E MWCO 50000 83.5  75.1  65 65.1  46 94.9  0 .12 88.8  
 MWCO 10000 91.7  69.7  54 69.8  0  104.2  0 .00 89.0  
 0 .2µm fi l t e r  54 .8  38.0  133 39.1  287 53.6  0 .19 88.7  
E100 MWCO 50000 72.4  36.3  136 38.3  52 93.9  0 .11 88.8  
 MWCO 10000 77.8  41.0  110 47.0  8  102.5  0 .09 88.9  
 0 .2µm fi l t e r  48 .3  35.7  148 34.6  344 45.5  0 .48 88.3  
E25 MWCO 50000 54.2  44.3  142 36.4  177 71.0  0 .31 88.5  
 MWCO 10000 73.5  43.7  136 38.3  143 76.9  0 .12 88.8  
Non-E:  Extracted wi th  pH2.0 HCl ,  then  adjusted  to pH7.0 wi th  NaOH.   
E100:  Dr ied oyst er s digest ed as r a t io of pr otein  ver sus enz yme a t  100 ver sus 1.  
E25:  Dr ied oyst er s digest ed as r a t io of prot ein  ver sus enz ym e a t  25 ver sus 1.   
D.O.: Diges ted oys ter  solution.    
I.S.:  Inorga nic solution.  (Sa me concentra tion wi th each digested oyster  solution b y 
us ing with CuCl 2,  ZnCl 2 a nd CdCl 2)  
A.C.V. : Approxima te caluculate  value.  
C.V. : Cel l  viabil i ty.  
 
 
 
 
 
 
 91 
A) CuCl2 R2 = 0.6421
R2 = 0.8101
y = 0.9018x + 26.826
y = 1.0123x + 0.0314
0
20
40
60
80
100
30 35 40 45 50 55 60 65 70
A.C.V. of C.V. (％)
Ex
pe
rim
an
ta
l v
al
ue
 o
f C
.V
. (
%
)
CuCl2 sol.
Digested oyster sol.
B) ZnCl2
R2 = 0.8334
R2 = 0.3217
y = 0.6223x + 19.976
y = 0.3864x + 16.909
20
30
40
50
60
70
80
90
100
40 50 60 70 80 90 100 110
A.C.V. of C.V. (%)
Ex
pe
rim
an
ta
l v
al
u 
of
 C
.V
. (
%
)
ZnCl2 sol.
Digested oyster sol.
C) CdCl2
R2 = 0.7911
R2 = 0.2543
y = 60.33x - 5284.5
y = 34.182x - 2985.9
20
30
40
50
60
70
80
90
100
88.0 88.2 88.4 88.6 88.8 89.0 89.2 89.4
A.C.V. of C. V. (%)
Ex
pe
rim
en
ta
l v
al
ue
 o
f C
.V
. (
%
)
CdCl2 sol.
Digested oyster sol.
Figure 22 .    
Correla tionship of experi mental a pprox imate calcula t ion value a nd Experi menta l  
value.  
D.O.: Diges ted oys ter  solution.    
I.S.:  Inorga nic solut ion.  (Sa me concentra tion wi th each diges ted oys ter  solution  
by using wi th CuCl 2 ,  ZnCl 2 a nd CdCl2)  
A.C.V. : Approxima te caluculate  value.  
C.V. : Cel l  viabil i ty.  
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Table 21 .    
Effects of diges ted oys ter  solut ion a nd mixture  of metal chlor ide solution on tox icity  
as measured by MTT assay af ter  incubation 
Added sol.  Ratio of enzyme Treatment Cell Viabil ity % 
  0.2µm 60.0 ±  5.8  b 
 Non-E MWCO 50000 78.5 ±  6.6  c 
  MWCO 10000 82.3 ±  3.6  c 
Didested   0.2µm 45.9 ±  4.9  a  
oyster  sol.  E100 MWCO 50000 65.6 ±  7.4  bc 
   MWCO 10000 66.6 ±  2.5  bc 
  0.2µm 39.9 ±  3.3  a  
 E25 MWCO 50000 45.2 ±  5.4  a  
  MWCO 10000 66.6 ±  4.1  b 
Added sol.  Simulant sample Treatment Cell Viabil ity % 
    0.2µm 32.2 ±  3.6  a  
 Non-E MWCO 50000 60.6 ±  8.6  b 
  MWCO 10000 66.6 ±  5.5  bc 
Mixture of    0.2µm 36.6 ±  4.4  a  
metal  E100 MWCO 50000 36.6 ±  3.4  a  
chlor ide sol.    MWCO 10000 39.9 ±  4.9  a  
  0.2µm 31.2 ±  5.9  a  
 E25 MWCO 50000 37.5 ±  3.5  a  
    MWCO 10000 35.6 ±  6.1  a  
Values ar e expressed as percenta ge of cell  viab ili ty ±SD of thr ee replicates.  
Different le tters indicate s ignif icant di ffer ence a t P<0.05 .  
Non-E:  Extracted wi th pH2.0 HCl ,  then adjus ted to pH7.0 wi th NaOH.  
E100: Dried oysters digested as ra tio of  protein versus enz yme at 100 versus  1.  
E25: Dried oysters digested as  ra tio of  protein versus  enz yme at 25 versus 1.   
Mixture of metal chlor ide sol. :  Sa me concentra tion with ea ch digested oyster  
solut ion by us ing with CuCl 2,  ZnCl 2 a nd CdCl 2 .  
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Figure 23.    
Effects of  digested oyst er  solut i on  and mixture of m eta l  ch lor ide solut ion on cel l  
viabil i ty as  mea sured by MTT assa y a fter  incubation.   
Di fferen t  let ter s over  ea ch  column indicate sign ifi can t  di fference a t  P<0.05 .  
Non-E:  Extracted wi th  pH2.0 HCl ,  then  adjusted  to pH7.0 wi th  NaOH.   
E100:  Dr ied oyst er s digest ed as r a t io of pr otein  ver sus enz yme a t  100 ver sus 1.  
E25:  Dr ied oyst er s digest ed as r a t io of prot ein  ver sus enz ym e a t  25 ver sus 1.   
Mixture of metal chlor ide sol. :  Sa me concentra t ion wi th each digested oyster  
solut ion by us ing with CuCl 2,  ZnCl 2 a nd CdCl 2 .  
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Table 22 .    
Effects of diges ted oys ter  solut ion a nd mixture  of metal chlor ide solution on tox icity  
as measured by Tr ipa n Blue assa y a fter  incuba t ion 
Added sol.  Ratio of enzyme Treatment Living cell  % 
  0.2µm 58.0 ±  9.3  ab 
 Non-E MWCO 50000 73.5 ±  7.7  c 
  MWCO 10000 86.2 ±  5.4  c 
Didested   0.2µm 42.7 ±  7.4  a  
oyster  sol.  E100 MWCO 50000 61.5 ±  6.1  bc 
   MWCO 10000 74.7 ±  7.6  c 
  0.2µm 43.9 ±  2.6  a  
 E25 MWCO 50000 52.6 ±  4.1  a  
  MWCO 10000 76.5 ±  5.5  c 
Added sol.  Simulant sample Treatment Living cell  % 
    0.2µm 40.1 ±  5.1  a  
 Non-E MWCO 50000 59.3 ±  6.4  bc 
  MWCO 10000 70.4 ±  12.4 c 
Mixture of    0.2µm 33.8 ±  9.1  a  
metal  E100 MWCO 50000 34.5 ±  5.7  a  
chlor ide sol.    MWCO 10000 36.5 ±  14.1 a  
  0.2µm 31.8 ±  4.3  a  
 E25 MWCO 50000 42.1 ±  10.6 a  
    MWCO 10000 37.1 ±  2.5  a  
Values ar e expressed as percenta ge of cell  viab ili ty ±SD of thr ee replicates.  
Different le tters indicate s ignif icant di ffer ence a t P<0.05 .  
Non-E:  Extracted wi th pH2.0 HCl ,  then adjus ted to pH7.0 wi th NaOH.  
E100: Dried oysters digested as ra tio of  protein versus enz yme at 100 versus  1.  
E25: Dried oysters digested as  ra tio of  protein versus  enz yme at 25 versus 1.   
Mixture of metal chlor ide sol. :  Sa me concentra tion with ea ch digested oyster  
solut ion by us ing with CuCl 2,  ZnCl 2 a nd CdCl 2 .  
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Figure 24 .    
Effects of diges ted oys ter  solut ion a nd mixture  of metal chlor ide solution on tox icity  
as measured by Trypa n Blue assa y af ter  incuba tion.   
Di fferen t  let ter s over  ea ch  column indicate sign ifi can t  di fference a t  P<0.05 .  
Non-E:  Extracted wi th  pH2.0 HCl ,  then  adjusted  to pH7.0 wi th  NaOH.   
E100:  Dr ied oyst er s digest ed as r a t io of pr otein  ver sus enz yme a t  100 ver sus 1.  
E25:  Dr ied oyst er s digest ed as r a t io of prot ein  ver sus enz ym e a t  25 ver sus 1.   
Mixture of metal chlor ide sol. :  Sa me concentra t ion wi th each digested oyster  
solut ion by us ing with CuCl 2,  ZnCl 2 a nd CdCl 2 .  
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Table 23 .    
Concentar tion-r esponse curves  of the effects  of  ascorb ic  a cid on the  tox icity of  cell s  
Added Cu Zn Cd Prote in  Cel l      
As corbi c Acid  Fina l  Fina l  Fina l  Fina l  vi abi l i ty     
con c.  µg equiva lne t  con c.µM con c.µM con c.µM con c.  mg/ml  %     
0(cont rol )  133 287 0 .19 9 .2  54.8 ±  3 .8    
225 130  267  0 .22  9 .5   52 .8 ±  4 .6    
450 125  278  0 .23  9 .3   55 .8 ±  5 .4    
900 140  268  0 .22  9 .1   51 .1 ±  4 .8    
1800 122  242  0 .19  8 .8   64 .4 ±  6 .9    
4467 65  204  0 .11  9 .0   76 .1 ±  5 .5  *  
Values ar e expressed as percenta ge of cell  viab ili ty ±SD of thr ee replicates.  
As ter isk indicate s ignif ica nt di ffer ence a gainst  control a t  P<0.05 .  
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Figure 25 .  
Dose dependence of the effects of ascorb ic  acid on the toxic ity of  cel ls.  
As ter isk indicate s ignif ica nt di ffer ence a gainst  control a t  P<0.05 .  
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Table 24 .    
Effects  of digested boiled sa mple  solution on toxici ty as  measured by Trypa n Blue 
assay a fter  incubation 
  Cu Zn Cd Prote in  
  Fina l  Fina l  Fina l  Fina l  Rat io of  
enzyme Trea tment  con c.µM con c.µM con c.µM con c.  mg/ml  
Cel l  
vi abi l l i t y 
% 
Non -E Boi l ed  102 203 0 .15 3 .6  66.5 ±  5 .9  
  Fresh  (cont r ol )  97  209 0 .21 4 .3  64.4 ±  4 .1  
E100  Boi l ed  132 292 0 .20 8 .9  58.5 ±  3 .5  
  Fresh  (cont r ol )  133 287 0 .19 9 .2  54.8 ±  3 .8  
E25 Boi l ed  140 347 0 .49 9 .6  44.3 ±  5 .8  
  Fresh  (cont r ol )  148 344 0 .48 9 .9  48.3 ±  1 .2  
Values ar e expressed as percenta ge of cell  viab ili ty ±SD of thr ee replicates.  
Non-E:  Extracted wi th  pH2.0 HCl ,  then  adjusted  to pH7.0 wi th  NaOH.   
E100:  Dr ied oyst er s digest ed as r a t io of pr otein  ver sus enz yme a t  100 ver sus 1.  
E25:  Dr ied oyst er s digest ed as r a t io of prot ein  ver sus enz ym e a t  25 ver sus 1.   
Boiled: Oysters were boiled wi th 100℃  boiling wa ter  for  10 minutes,  before  
digest ive  tr eatment.  
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Figure 26 .  
Effects  of digested boiled sa mple  solution on toxici ty as  measured by Trypa n Blue 
assay a fter  incubation.   
Non-E:  Extracted wi th  pH2.0 HCl ,  then  adjusted  to pH7.0 wi th  NaOH.   
E100:  Dr ied oyst er s digest ed as r a t io of pr otein  ver sus enz yme a t  100 ver sus 1.  
E25:  Dr ied oyst er s digest ed as r a t io of prot ein  ver sus enz ym e a t  25 ver sus 1.   
Boiled: Oysters were boiled wi th 100℃  boiling wa ter  for  10 minutes,  before  
digest ive  tr eatment.  
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2-7 慢性毒性試験  
2-6 で Ca co-2 細胞に各抽出物を投与して 24 時間後の急性毒性結果を得た。
結果としてマガキ由来加水分解試料は銅・亜鉛・カドミウムが複雑に毒性に作
用しているのに対し、無機塩化化合物混合溶液では銅が毒性に影響を与える主
要な成分であることが示された。しかしながら、カドミウムにおいては急性毒
性の症例よりも、長期間蓄積することによる慢性毒性の場合に問題となること
が多い (米谷 ,  1986; Ishihara  et a l . ,  2001)。また、カドミウムのメタロチオネイン
に関する研究例では長期間細胞にカドミウムを添加することでメタロチオネイ
ンの発現や重金属毒性への適応性獲得といった報告例がある (Blais et al . ,  1999;  
Huynh-Delerme et a l . ,  2005)。そこで本項では、長期培養した際に、マガキ加水
分解物と無機混合溶液においてどのような毒性の違いが生じるかを検討した。  
 
2-7-1 実験方法  
2-7-1-1 試料の調製  
2-6-1-1 と同様の加水分解試料及び、無機混合溶液を用いた。また、単一の無
機溶液の毒性を知るため、Cu(Ⅱ )Cl 2  (50~250µM), ZnCl 2 (1,000~5,000µM), CdCl 2  
(10~50µM)の濃度の溶液を調製した。細胞添加時に試料溶液・無機混合溶液を
滅菌のため 0.20µm γ滅菌済フィルターに供し、細胞に添加した。  
 
2-7-1-2 細胞培養  
 2-6-1-2 と同様の細胞・条件で細胞培養を行った。  
 
2-7-1-3 細胞生存率の測定  
細胞生存率の測定は、 2-6 の項から、共存物質の影響を受けず、生存率の他
に総細胞数を測定できる Trypa n Blue 法を用いた。  
 
Trypa n Blue 法による測定  
24 ウェルプレートの各ウェルに 3 ,000 cell s/well の濃度となるよう 900µl を撒
種し、 24 時間培養後、 2-7-1-1 で調製した各試料溶液 100µl (Table 25)を添加し
た。48 , 72,  96 ,  120,  168 時間培養後、培地を 1.5ml エッペンドルフチューブに移
し、ウェルに Tryps in-EDTA 300µl を加え、5 分間反応後、先のチューブに移し、
チビタンを用いて遠心処理を 5 分間行い、細胞を沈殿させた。上清を除去後、
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適量の 0.5%Trypa n Blue/PBS を用いて希釈し、血球計算板を用いて生・死細胞
数を計測した。  
 
細胞生存率 (%)＝ LC／（ LC+DC）×100 
LC: Living cel l の数  
DC: Dead cel l の数  
 
2-7-1-4 統計処理   
これらの試験は、最低 3 回以上行い、結果を平均値と標準偏差で示した。統
計評価は ANOVA (Hochberg,  1988) で P<0.05 とした。  
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Table 25 .  
Concentra tion of soluble protein a nd metals  on the  diges ted oys ter  solut ion 
    Cu    Cd   Z n   P r o t e i n    
    A d d e d   F i na l  A d d e d   F i na l  A d d e d   F i na l  A d d e d   F i na l  
  T rea t m e nt  
c o n c .   
µM 
c o n c .   
µM 
c o n c .   
µM 
c o n c .   
µM 
c o n c .   
µM 
c o n c .   
µM 
c o n c .  
m g / ml  
c o n c .  
m g / ml  
 0 .2 µ m  f i l t er  1 9 5   1 9 .5  0 .4 1   0 .0 4 1   4 1 7   4 1 .7   8 .7   0 .8 7   
N o n -E  M WCO  5 0 0 0 0  1 3 0   1 3 .0  0 .2 3   0 .0 2 3   9 3   9 .3  4 .8   0 .4 8   
  M WCO  1 0 0 0 0  1 0 9   1 0 .9  0 .0 0   0 .0 0 0   0   0   3 .4   0 .3 4   
  0 .2 µ m  f i l t er  2 6 6   2 6 .6  0 .3 9   0 .0 3 9   5 7 3   5 7 .3   1 8 .4   1 .8 4   
E1 0 0   M WCO  5 0 0 0 0  2 7 1   2 7 .1  0 .2 2   0 .0 2 2   1 0 3   1 0 .3  1 6 .5   1 .6 5   
  M WCO  1 0 0 0 0  2 2 1   2 2 .1  0 .1 8   0 .0 1 8   1 7   1 .7  1 6 .0   1 .6   
  0 .2 µ m  f i l t er  2 9 5   2 9 .5  0 .9 6   0 .0 9 6   6 8 8   6 8 .8   1 9 .8   1 .9 8   
E2 5   M WCO  5 0 0 0 0  2 8 3   2 8 .3  0 .6 2   0 .0 6 2   3 5 4   3 5 .4   1 7 .9   1 .7 9   
  M WCO  1 0 0 0 0  2 7 1   2 7 .1   0 .2 4   0 .0 2 4   2 8 6   2 8 .6   1 7 .3   1 .7 3   
Non-E:  Extracted wi th pH2.0 HCl ,  then adjus ted to pH7.0 wi th NaOH.  
E100: Dried oysters digested as ra tio of  protein versus enz yme at 100 versus  1.  
E25: Dried oysters digested as  ra tio of  protein versus  enz yme at 25 versus 1.   
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2-7-2  結果・考察  
Table 25 に細胞に投与した試料の種類と組成について示した。Trypa n Blue 法
を用いて、各マガキ抽出試量及び、各限外ろ過試料中に含まれる銅・亜鉛・カ
ドミウム濃度を各塩化化合物を用いて模倣した無機混合試料を Caco-2 細胞に
投与し、 7 日間の生存率を測定したものを Table 26-a ,26-b,  及び Figures 27 ,  28
に示した。酸・アルカリ抽出処理及び E100 において、マガキ抽出試料は無機
混合試料に比べ 3 日目まで有意に生存率が高い結果となった。マガキ抽出試料
において、Non-E では 6 日目に、E100・E25 では 4 日目に生存率の低下が認め
られることから、腸管細胞 Caco-2 に対して毒性を発現するまでに時間差がある
ことが明らかとなった。 7 日目における生存率は Non-E で 40~60%、E100 で
30~50%、E25 で 10~50%と重金属濃度の増加が長期培養においても毒性をもた
らすことが認められた。次に Fugure 28 に限外ろ過別の長期培養における生存
率の結果を示した。Figure 28-A から見られるように、マガキ抽出試料の Non-E ,  
E100 は E25 に対して 3 日目から 7 日目まで有意に高い生存率を示したのに対し
て、無機混合溶液試料ではいずれの重金属濃度でも、 3 日目から 7 日目までほ
ぼ同じ傾向の生存率を示した。続いて分子量 50,000 以下の画分についてまとめ
ると Figure 28-B のようになった。 3 日目で E25、 4 日目で E100 が Non-E に比
べ有意に生存率が低下していて、 6 日目に有意差がなくなった。  
総じて、マガキ抽出試料及び無機混合溶液のいずれも 0.2µm フィルター処理
が最も生存率が低く、分子量 10,000 以下の画分で最も生存率が高い結果となっ
た。これは試料中に含まれる重金属濃度に依存したものと考えられる。興味深
いことに、マガキ抽出試料及び無機混合溶液の生存率は 3 日目まで有意に異な
っていたのに対し、 7 日目では有意差がなくなっていた。すなわち、無機混合
溶液由来の遊離状態の重金属は迅速に細胞に対し毒性を示し、マガキ抽出試料
由来の重金属結合性タンパク質は毒性の発現まで時間を要したことになる。こ
れは DMT1 や Ctr1 を介する遊離重金属と、膜透過による金属結合性タンパク質
の毒性発現のメカニズムあるいは毒性発現時間が異なるためであると考えられ
る (Martel li  e t al . ,  2006; Tenna nt  et a l . ,  2002)。また、無機混合溶液において遊離
重金属が迅速に毒性を発揮し、3 日目には生存率が 40~50%に低下したにもかか
わらず、 7 日目まで生存率に変化は見られなかった。重金属は培地内に一定量
含まれているので、 3 日目までの重金属への毒性の感受性が 4 日目以降は低く
なったと言える。Caco-2 細胞は 24~30 時間で 1 回の細胞分裂を繰り返すことか
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ら、生存率に変化が生じないということは、 1 日あたりの細胞分裂による生細
胞の増加と毒性による死細胞の増加が同数であるということになり、Caco-2 細
胞が重金属の毒性に対し、適応したという事が言える。Ca co-2 細胞において、
重金属に対する適応性は長期間にわたって低濃度のカドミウム投与するとメタ
ロチオネイン様タンパク質を合成することで発現することが知られている
(Blais et a l . ,  1999; Huynh-Deler me et al . ,  2005)。従って、本実験でもメタロチオ
ネイン様タンパク質を合成したことで毒性が低減化されたものだと考えられる。 
各抽出物を無機塩化化合物溶液で模倣した場合でも、マガキ抽出試料と同様
の傾向が得られた。酸・アルカリ抽出試料と同様 0.2µm フィルター処理試料が
最も生存率が低く、MWCO 10,000 処理試料が最も生存率が高い結果となったが、
Non-E や E100 とは異なり、マガキ抽出試料の 0.2µ m フィルター、MWCO 50 ,000
処理試料は 3 日目から無機混合溶液試料と同様の毒性を示した。Non-E や E100
では化学形態の違いが毒性に強く影響していたが、E25 においては、毒性は重
金属濃度に依存していた。このことから、一定量以下の重金属の毒性は化学形
態が細胞毒性に強く関わり、一定量を超えると形態依存に加え、濃度依存性が
高くなると考えられた。  
Ekmekcioglu.(2002)の報告にもあるように、生体利用可能な分子量は大きくて
も 10~30kDa ということを考慮すると、この酸・アルカリ抽出試料と比較する
と、 4 日目では 35%、あるいは 60%ほど生存率が異なり、無機混合溶液試料と
比較しても 30%は異なることから、加水分解は毒性評価において非常に重要で
あ る と 言 え る 。 Figure 28-C で は 分 子 量 10,000 以 下 に つ い て 示 し た 。
Ekmekcioglu.(2002)の報告にもあるように生体利用可能な主要な分子量の範囲
は数 kDa であるということを考慮すると、この画分の毒性が非常に重要となる。
分子量 10,000 以下の画分には遊離状態の重金属も含まれるが、 Figure 28-C に
おいて有意に無機混合溶液試料より生存率が高いことから、遊離状態の他にも
明らかに、金属結合性タンパク質が存在することを示している。分子量 50,000
以下の画分と同じく、多くの報告例にあるようにメタロチオネイン様タンパク
質は重金属の毒性を低減化させるとしているが、今回の結果はそれらの報告と
一致している。  
慢性毒性試験において毒性の主な要因を特定するため、各重金属塩化化合物
を単体で同様に Caco-2 細胞に添加したところ、Table 27 のようになった。銅で
5~25µM、亜鉛で 100~500µM、カドミウムで 1~5µM の時に本実験のような生存
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率を有することから、 Table 25 より最も濃度の近い銅が毒性を引き起こす主な
物質であることが示された。  
 以上より、Ca co-2 細胞を用いたマガキ由来の重金属の慢性毒性評価には「加
水分解によって、重金属の溶出量が増加することで毒性が増加すること」「分子
量ごとに異なる毒性を持つこと」「マガキ由来抽出物の主な毒性は銅が主な要因
であること」が明らかとなった。また、Caco-2 細胞の特徴として長期間培養す
ることで、重金属に対する適応性を有するようになることが示された。  
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Table 26-a.   
Effects of digested oyster solution on chloride toxicity of cells on long exposure 
       Cultural day 
     0 3 4 5 6 7 
        Cell viability       
Sample Ratio of enzyme Treatment     %       
Digested Non-E 0.2 100 92.8  89.6  66.5  58.9  43.8  
Oyster sol.  µm 0 (5.7) (3.4) (4.2) (8.2) (4.7) 
      D , c CD , d BC , c AB , bc A , bc 
  MWCO 100 91.7  90.0  83.6  59.8  49.7  
  50000 0 (12.8) (13.5) (8.1) (5.9) (4.3) 
      B , c B , d B , c A , bc A , bc 
  MWCO 100 92.0  85.7  88.6  65.8  56.4  
  10000 0 (6.0) (3.5) (8.1) (6.2) (5.4) 
    B , c B , cd B , c A , c A , c 
 E100 0.2 100 86.4  59.6  51.6  44.7  32.0  
  µm 0 (4.5) (6.0) (4.0) (8.2) (2.7) 
    C , c B , bc AB , bc A , bc A , b 
  MWCO 100 93.2  59.7  60.3  50.7  35.3  
  50000 0 (7.1) (1.0) (6.9) (8.5) (6.4) 
      C , c B , bc B , bc AB , bc A , bc 
  MWCO 100 92.0  72.0  69.8  61.1  43.1  
  10000 0 (5.2) (3.6) (1.9) (5.0) (2.1) 
      C , c C , cd BC , c AB , bc A , bc 
 E25 0.2 100 25.2  19.9  15.2  15.7  7.1  
  µm  0 (1.4) (3.3) (1.9) (4.3) (2.0) 
    A , a A , a A , a A , a A , ab 
  MWCO 100 65.2  32.9  28.4  30.8  33.4  
  50000 0 (13.7) (6.7) (1.4) (0.9) (4.8) 
      B , b A , ab A , ab A , ab A , b 
  MWCO 100 82.6  60.0  57.3  46.5  47.3  
  10000 0 (10.6) (9.2) (2.9) (7.5) (4.0) 
        B , bc A , bc A , bc A , bc A , bc 
Values are expressed as percentage of cell viability ±(SD) of three replicates. 
Different upper-case letters in the same row indicate significant difference at P<0.05. 
Different lowere-case letters in the same column indicate significant difference at P<0.05. 
Non-E: Extracted with pH2.0 HCl, then adjusted to pH7.0 with NaOH.  
E100: Dried oysters digested as ratio of protein versus enzyme at 100 versus 1. 
E25: Dried oysters digested as ratio of protein versus enzyme at 25 versus 1.  
 
 
 
 
                                                                     (Contenued →) 
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Table 26-b.   
Effects of mixture of metal chloride solution on chloride toxicity of cells on long exposure 
          Cultural day       
      0 3 4 5 6 7 
          Cell viability       
Sample Simulant sample Treatment     %       
Mixture of Non-E 0.2 100 40.5  47.6  42.4  37.4  33.7  
metal chloride µm 0 (1.3) (5.8) (8.8) (6.5) (2.3) 
sol.    A , a A , bc A , b A , ab A , b 
  MWCO 100 47.3  56.8  50.6  39.6  39.1  
  50000 0 (13.3) (6.5) (8.4) (3.6) (3.5) 
      A , ab A , bc A , bc A , b A , bc 
  MWCO 100 62.1  65.5  63.0  33.9  40.0  
  10000 0 (0.7) (5.1) (9.3) (5.4) (2.3) 
       B , b B , c B , bc A , ab A , bc 
 E100 0.2 100 40.5  42.8  22.9  27.2  26.3  
  µm 0 (7.3) (11.5) (3.9) (3.9) (2.4) 
    A , a A , b A , ab A , ab A , ab 
  MWCO 100 36.7  29.7  29.8  23.1  27.8  
  50000 0 (9.3) (4.5) (5.3) (6.2) (3.6) 
      A , a A , ab A , ab A , ab A , ab 
  MWCO 100 42.0  34.5  36.5  23.8  28.2  
  10000 0 (1.1) (3.2) (5.2) (3.3) (5.1) 
    A , ab A , ab A , ab A , ab A , ab 
 E25 0.2 100 39.0  27.7  14.2  21.1  18.2  
  µm 0 (2.4) (3.8) (2.0) (2.5) (2.6) 
    B , a AB , ab A ,a AB , ab AB , ab 
  MWCO 100 63.3  37.3  33.7  29.9  23.0  
  50000 0 (14.1) (4.4) (4.9) (3.9) (2.3) 
      B , b A , ab A , ab A , ab A , ab 
  MWCO 100 81.1  45.3  46.6  26.3  20.9  
  10000 0 (9.7) (5.3) (6.0) (3.7) (6.6) 
        C , bc B , bc B , b AB , ab A , ab 
Values are expressed as percentage of cell viability ±SD of three replicates. 
Different upper-case letters in the same row indicate significant difference at P<0.05. 
Different lowere-case letters in the same column indicate significant difference at P<0.05. 
Non-E: Extracted with pH2.0 HCl, then adjusted to pH7.0 with NaOH.  
E100: Dried oysters digested as ratio of protein versus enzyme at 100 versus 1. 
E25: Dried oysters digested as ratio of protein versus enzyme at 25 versus 1.  
Mixture of metal chloride sol.: Same concentration with each digested oyster solution by using with CuCl2, ZnCl2 
and CdCl2. 
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Figure 27.    
Changes in Caco-2 cell viability induced by metal solution from digestive oyster and inorganic compound for exposing 
long term. 
Non-E: Extracted with pH2.0 HCl, then adjusted to pH7.0 with NaOH.  
E100: Dried oysters digested as ratio of protein versus enzyme at 100 versus 1. 
E25: Dried oysters digested as ratio of protein versus enzyme at 25 versus 1.  
Mixture of metal chloride sol.: Same concentration with each digested oyster solution by using with CuCl2, ZnCl2 and CdCl2. 
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Figure 28.    
Changes in Caco-2 cell viability induced by metal solution from digestive oyster and 
inorganic compound for exposing long term. 
Non-E: Extracted with pH2.0 HCl, then adjusted to pH7.0 with NaOH.  
E100: Dried oysters digested as ratio of protein versus enzyme at 100 versus 1. 
E25: Dried oysters digested as ratio of protein versus enzyme at 25 versus 1.  
Mixture of metal chloride sol.: Same concentration with each digested oyster solution by using with CuCl2, ZnCl2 and CdCl2. 
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Table 27 .    
Effects of metal chlor ide solut ion on toxici ty of cell s on long exposure 
Cultural day 
CuCl2  0   2   3   4   5   7  
Fina l conc.     Cell viavil ity                         
µM   %    %     %     %     %     %   
5  100  93.1 ± 3.9  88.1 ±3.0  81.4 ± 2.0  68.9 ±1.7  29.9 ±1.5  
10  100  94.8 ± 3.6  84.1 ±6.0  65.3 ± 0.7  45.0 ±6.1  17.2 ±6.7  
15  100  91.0 ± 2.6  82.7 ±3.2  59.1 ± 5.8  38.9 ±5.6  11.6 ±1.7  
20  100  84.5 ± 2.9  71.9 ±4.1  49.1 ± 4.1  26.0 ±4.2  7.1 ±1.9  
25  100  69.2 ± 0.8  49.1 ±4.9  31.8 ± 7.3  31.8 ±3.4  0.6 ±1.0  
Cultural day 
ZnCl2  0   2   3   4   5    7 
Fina l conc.     Cell viavil ity                         
µM  %    %     %     %     %         
100  100  86.0 ± 8.3  72.0 ±1.5  62.6 ± 3.2  39.9 ±1.9     
200  100  92.0 ± 1.2  67.2 ±3.3  49.1 ± 6.0  30.6 ±6.4     
300  100  91.0 ± 4.6  63.2 ±4.7  31.0 ± 4.0  23.2 ±3.2     
400  100  55.1 ± 6.4  35.0 ±1.6  27.4 ± 3.4  17.0 ±1.9     
500  100  25.8 ± 3.0  14.3 ±10.5 4.5 ± 2.9  0.9 ±1.6        
Cultural day 
CdCl2  0   2   3   4   5   7  
Fina l conc.     Cell viavil ity                         
µM  %    %     %     %     %     %   
1  100  90± 3 84 ±2 74± 2 62±3 31 ±3 
2  100  80± 2 53 ±4 38± 4 23±4 10 ±2 
3  100  76± 4 45 ±5 30± 4 6±2 1 ±1 
4  100  72± 1 44 ±3 24± 2 3±2 1 ±2 
5  100  69± 7 36 ±6 13± 4 3±0 0    
Values ar e expressed as percenta ge of cell  viab ili ty ±SD of thr ee replicates.  
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3 総括  
本研究では、「国内産マガキの季節変動」と「重金属毒性評価における腸管吸
収模倣の重要性」に着目し、研究結果をまとめた。  
第 1 章では、夏期の産卵後、成長期間 (食用期間 )である 2006 年 11 月 -2007 年
3 月の宮崎県産マガキ・宮城県産マガキを用いて、マガキの個体データ・一般
成分・金属・総アミノ酸・遊離アミノ酸・脂肪酸・グリコーゲン含量を調べ、
地域間の成分変動及び、季節間の成分変動を調べた。両産地とも成長に伴い全
重量・長さ・脂質 (多価不飽和脂肪酸 (PUFA)、n-6/n-3 比 )・タンパク質 (タウリン・
グリシン・ヒスチジン・プロリンにおいて 20~60%の増加 )・グリコーゲン含量
の増大、カルシウム含量・飽和脂肪酸の減少が認められた。宮城県産マガキは
宮崎県産マガキに比べ、脂質・グリコーゲン含量が高く、遊離アミノ酸のグル
タミン酸・グリシン・アラニンといった呈味性アミノ酸が多く含まれることか
ら味が濃厚になると考えられた。既存の報告と比較すると国内産マガキは欧州
産マガキに比べ身の占める割合・亜鉛・銅・ PUFA 含量が高いことが明らかと
なった。海水の塩濃度とマガキ中に含まれるナトリウム・カリウム含量には正
の相関があり、遊離アミノ酸において宮崎県産ではグリシン・アラニンに負の
相関、宮城県産ではグリシン・アルギニンに正の相関を示した。このようにマ
ガキは季節による成分変動及び産地の環境条件、特に海水の塩濃度によって成
分濃度に違いが生じることが認められた。  
第 2 章では消化酵素による加水分解を行い、ゲルろ過クロマトグラフィー
(SEC)などにより、タンパク質と金属の分布を調べた。 SEC によって得られた
分画物を対象に、急性毒性試験と慢性毒性試験を行い、加水分解及び限外ろ過
が重金属毒性評価にどのような影響をもたらすかを調べた。従来の報告にある
酸・アルカリ抽出処理と比較して、消化酵素による加水分解試料は溶出タンパ
ク質・溶出金属を有意に増加させた。 SEC 及び原子吸光法の結果から、加水分
解処理によってタンパク質の低分子化が進むと同時に、重金属の存在分子量が
変化することが認められた。18~62kDa にかけて銅・亜鉛・カドミウムの分布が
一致していた。単一の分布として、銅は 7kDa、カドミウムは 2.5kDa 及び 18kDa
に存在していた。腸管細胞 Ca co-2 を用いた急性毒性試験の結果、加水分解処理
によって可溶性重金属類が増加することから毒性が 7.3~35.3%強まったが、生
体利用可能とされる分子量 50,000 以下を考慮すると、11.5~53.7%毒性を弱めら
れることが明らかとなった。総じて食品中に含まれる重金属を総量で評価する
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のではなく、腸管吸収模倣を行うことが重要であることが言えた。  
 本研究における、マガキ抽出物は銅を中心に亜鉛・カドミウムが複雑に合わ
さって毒性をもたらした。しかしながら、カドミウムは長期間摂取することに
よって、蓄積し、慢性的な毒性を有するので、本実験結果だけではカドミウム
の慢性毒性評価を明らかにすることはできない。本実験の慢性毒性試験から明
らかになったことは、低濃度の重金属に対して腸管細胞 Ca co-2 が適応すること
である。この適応化したデータと長期的な動物実験などを照らし合わせること
で、カドミウムにおける慢性毒性の評価が成せるものと私は考える。  
 なお、現在 Caco-2 細胞を用いて、細胞内における重金属の蓄積についての研
究を継続している。これによって蓄積による慢性毒性発現に対する許容量が示
せるものと考えている。  
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